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Einleitung
Einleitung
Seit jeher ist der Mensch danach bestrebt das natürliche Auflösungsvermögen
seiner Augen zu übertreffen. Bereits zu Zeiten Galileo Galileis im beginnenden 17.
Jahrhundert wurden die ersten Mikroskope entwickelt und eröffneten damit das
Forschungsgebiet der Zellbiologie und Histologie [1, 2]. Die meist zweilinsigen
Lichtmikroskope ermöglichten durch ihre Vergrößerung erstmals die Betrachtung
kleiner Objekte. Der hierbei ausgenutzte physikalische Effekt war, neben der Licht-
brechung durch die Linsen, die kontrastbildende Intensitätsmodulation aufgrund
der Absorptionsunterschiede innerhalb der zu untersuchenden Objekte.
In den wenigsten, vornehmlich biologischen Proben, genügen die natürlich vor-
kommenden Absorptionsunterschiede für einen ausreichenden Kontrast. Daher
wurden zur Kontrastverbesserung rasch Methoden zum Anfärben bestimmter Zell-
bzw. Stoffbereiche entwickelt. Eine noch heute bedeutende Rolle spielt hierbei die
Fluoreszenzmikroskopie. Bei den in dieser Methode zur Markierung der Probe ver-
wendeten Stoffen handelt es sich um Farbstoffe, die im sichtbaren Spektralbereich
absorbieren und emittieren. Typischerweise werden die Farbstoffmoleküle durch
Licht eines bestimmten Spektralbereichs angeregt und emittieren in einem dazu
rot-verschobenen Spektrum. Zudem wurden durch Verwendung einer Lochblende
in der Zwischenbildebene des Detektionsstrahlengangs einzelne Probenbereiche
– vor allem entlang der optischen Achse – selektiv betrachtet und so dreidimen-
sionale Bilder erzeugt. Diese Technik wird als konfokale Mikroskopie bezeichnet.
Die Kombination der beiden Methoden, die konfokale Fluoreszenzmikroskopie,
hat in den vergangenen zwanzig Jahren weitreichende, neue Erkenntnisse in der
Zellbiologie ermöglicht [2]. Allerdings können die fluoreszierenden Moleküle aus-
bleichen oder die Markierung das zu untersuchende System stören.
Alternative Methoden zur Markierung von Proben basieren auf der Interferenz.
Frits Zernike wurde für die Entwicklung des Phasenkontrastmikroskops 1953 der
Physik-Nobelpreis verliehen [1]. Sowohl in der Phasenkontrastmikroskopie als
auch in der differenziellen Interferenzmikroskopie wird statt der Lichtabsorption
die Phase des Lichts zur Kontrastbildung genutzt. Hierbei führen eine variierende
Schichtdicke und Brechungsindexunterschiede in der Probe zu einem Hell-Dunkel-
Kontrast aufgrund konstruktiver und destruktiver Interferenz.
Mit der Entdeckung des Lasers in der zweiten Hälfte des 20. Jahrhunderts und der
darauf folgenden Entwicklung von Ultrakurz-Puls-Lasern eröffnete sich ein neu-
er Bereich der Mikroskopie: die nichtlinear optische Mikroskopie. In fokussierten,
ultrakurzen Laserpulsen werden Photonendichten erreicht, welche die simultane
Absorption mehrerer Photonen in einem Probenmolekül ermöglichen. Abgesehen
von der Mehr-Photonen angeregten Fluoreszenz wird die aufgenommene Ener-
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gie durch Emission kohärenter Photonen wieder frei. Wegen der nichtlinearen
Abhängigkeit der Effizienz von der anregenden Strahlung spricht man hier von
nichtlinear optischen Frequenzkonversionsprozessen. Die Intensität der frequenz-
konvertierten Strahlung führt dabei zu einem bildgebenden Kontrast. Aufgrund
der geringen Konversionseffizienz finden diese Prozesse nur innerhalb des Fo-
kusvolumens in einer detektierbaren Größenordnung statt. Dadurch wird auch
ohne Lochblende die Aufnahme räumlich hochaufgelöster, dreidimensionaler Bil-
der ermöglicht. Die in der nichtlinear optischen Mikroskopie zugrundeliegenden,
physikalischen Phänomene sind unabhängig von der bisher betrachteten Lich-
tabsorption und Lichtbrechung. Daher eignen sich die Methoden der kohärenten
Frequenzkonversion auch zur Untersuchung ansonsten optisch unzugänglicher,
transparenter Proben ohne Brechungsindexvariation. Bei den in der nichtlinear
optischen Mikroskopie genutzten Phänomenen handelt es sich in der Regel um
nicht-resonante Prozesse, die keine Energie in der Probe deponieren und ohne
Zusatz von Markern funktionieren [3]. Eine Ausnahme bildet die Mehr-Photonen
angeregte Fluoreszenzmikroskopie [3].
Im Rahmen der vorliegenden Arbeit werden Frequenzverdopplung und Frequenz-
verdreifachung zur nichtlinear optischen Mikroskopie verwendet. Hierbei wird
die Frequenzkonversion an Grenzschichten zwischen zwei Medien ausgenutzt.
Neben den bereits genannten Vorteilen der nichtlinear optischen Mikroskopie
zeichnet sich die Frequenzverdreifachung dadurch aus, dass sie an allen Grenz-
flächen unabhängig vom Aggregatszustand der beteiligten Medien auftritt. Die
auf der Frequenzverdopplung basierende Mikroskopie (engl.: second harmonic
generation microscopy, SHM) wurde zuerst von Hellwarth und Christensen Mitte
der 1970er Jahre zur Betrachtung dünner Kristalle verwendet [4]. Die Mikrosko-
pie der Erzeugung der dritten Harmonischen (engl.: third harmonic generation
microscopy, THM) wurde erstmals 1997 von Barad et al. zur Abbildung optischer
Fasern ausgenutzt [5]. In den darauf folgenden Jahren haben diese beiden Mikro-
skopiemethoden zahlreiche Anwendungen in vielen Forschungsgebieten wie der
Biologie [6–9], der Chemie [10, 11], der Materialwissenschaft [12, 13] und der
Medizin [14–16] gefunden. Trotz dieser vielfältigen Anwendungen sind grundle-
gende Abhängigkeiten in der nichtlinear optischen Mikroskopie noch nicht voll-
ständig untersucht und verstanden. In dieser Arbeit wird daher die Emission der
frequenzverdoppelten und -verdreifachten Strahlung in der nichtlinear optischen
Mikroskopie systematisch mittels numerischen Berechnungen und Experimenten
untersucht. Hierbei werden transparente, heterogene Proben aus Materialien glei-
cher Brechungsindizes betrachtet, welche nicht durch die lineare Mikroskopie
visualisiert werden können. Zudem wird die THM erstmals auf das Forschungsfeld
der Mikrofluidik angewandt.
Die Arbeit ist in vier Kapitel untergliedert:
Das erste Kapitel beschäftigt sich mit den Grundlagen der nichtlinear optischen Mi-
kroskopie. Hierbei wird durch intensive Lichtfelder eine nichtlineare Polarisation
des Mediums induziert. Dazu werden zwei Modelle zur Beschreibung fokussierter
Laserstrahlung und der daraus resultierenden Polarisation dargestellt. Zur Be-
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rechnung der Frequenzkonversion aus der nichtlinearen Polarisation werden zwei
weitere Modelle erläutert. Die gezeigten Gleichungen und Beziehungen bilden die
Basis für alle nachfolgenden Simulationen.
Kapitel zwei beschäftigt sich mit dem experimentellen Aufbau. Hierbei wird zu-
nächst das Lasersystem charakterisiert. Anschließend wird das in im Rahmen
dieser Arbeit aufgebaute, nichtlinear optische Mikroskop erläutert und charakte-
risiert. Es besitzt zwei simultane Detektionskanäle für die Strahlung der zweiten
und dritten harmonischen Frequenz zur dreidimensionalen Probenuntersuchung.
Der dritte Abschnitt stellt systematische Untersuchungen der Emissionscharak-
teristik der frequenzverdoppelten und der frequenzverdreifachten Strahlung vor.
Es wird der Einfluss der Grenzflächenorientierung auf die Konversionseffizienz,
die räumliche Auflösung und das Emissionsprofil systematisch untersucht. Die ex-
perimentellen Ergebnisse dieses Kapitels werden durch numerische Simulationen
bestätigt.
Im letzten Kapitel wird die THM in zwei Experimenten auf das Gebiet der Mi-
krofluidik übertragen. Zu Beginn wird ein Überblick über die zum Verständnis der
Mikrofluidik nötigen Grundlagen gegeben. Anschließend werden mikrofluidische
Systeme mischbarer wie auch nicht-mischbarer Flüssigkeiten mit der nichtline-
ar optischen Mikroskopie untersucht. Die vorgestellten Experimente belegen das
große Potential dieser erstmals in der Mikrofluidik angewandten Mikroskopieme-
thode.
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Kapitel 1
Grundlagen der nichtlinear optischen
Mikroskopie
Im Rahmen der nichtlinearen Optik wird die simultane Wechselwirkung mehrerer
Photonen mit Materie beschrieben. Hierbei kommt es unter anderem zu kohären-
ten Frequenzkonversionsprozessen. Zu diesen Prozessen zählen die Frequenzver-
dopplung (engl.: second harmonic generation, SHG), die Summenfrequenzerzeu-
gung (engl.: sum frequency generation, SFG), die Frequenzverdreifachung (engl.:
third harmonic generation, THG) oder die kohärente anti-Stokes-Raman-Streuung
(engl.: coherent anti-Stokes Raman scattering, CARS) (siehe Abbildung 1.1).
Abbildung 1.1: Auswahl kohärenter Frequenzkonversionsprozesse in einem Energieniveau-
Diagramm. Hierbei werden die Energieniveaus |1〉 und |2〉 durch durchgezogene Linien so-
wie die virtuellen Energieniveaus durch gestrichelte Linien skizziert. Die durchgezogenen
Pfeile stellen die eingestrahlten Laserfelder der Frequenzen ω1 und ω2 dar. Die emittierte
Signalstrahlung wird jeweils durch den strichpunktierten Pfeil veranschaulicht. [17, 18]
Die genannten Frequenzkonversionsprozesse sind typischerweise erst bei hohen
Feldstärken von Bedeutung. Daher blieb dieses Teilgebiet der Optik bis zur Ent-
wicklung des Lasers unerforscht. Seitdem ist aufgrund des Fortschritts in der Her-
stellung von Kristallen hoher nichtlinear optischer Suszeptibilitäten (die als nicht-
lineare Medien dienen) sowie der Weiterentwicklung des Lasers zu höheren Inten-
sitäten, die erreichbare Konversionseffizienz enorm gestiegen. Dadurch sind An-
wendungen wie die Frequenzverdopplung Neodym-dotierter Festkörperlaser und
breitbandig durchstimmbarer, optisch parametrischer Oszillatoren (engl.: optical
parametric oscillator, OPO) heute weltweit in Laserlaboren zu finden.
Darüber hinaus ermöglicht die kohärente Frequenzkonversion ein neues Feld der
Mikroskopie: die kohärente nichtlineare Mikroskopie (engl.: coherent nonlinear
microscopy, CNM). Die CNM bietet vor allem einen optischen Zugang zu Pro-
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ben, bei denen die Methoden der konventionellen, optischen Mikroskopie ver-
sagen. Dies gilt für transparente, heterogene Proben ohne starke Variation von
Brechungsindizes (die zumindest das Verfahren der Phasenkontrast-Mikroskopie
ermöglichen würde). Die Bestandteile solcher Proben sind durch ihre linearen
optischen Eigenschaften nicht voneinander abgrenzbar. Im Gegensatz zu den li-
nearen zeigen die nichtlinear optischen Eigenschaften typischerweise deutliche
Variationen [19, 20]. Daher erreicht die CNM auch in solchen Proben einen bild-
gebenden Kontrast. Basierend auf den unterschiedlichen Frequenzkonversionspro-
zessen existieren vielfältige Mikroskopiemethoden der kohärenten nichtlinearen
Mikroskopie. Dazu zählen unter anderem die SHG-Mikroskopie (SHM), die SFG-
Mikroskopie, die THG-Mikroskopie (THM) und die CARS-Mikroskopie. Im Gegen-
satz zur SFG- und CARS-Mikroskopie benötigen die SHM und THM lediglich Licht
einer einzigen Wellenlänge (siehe Abbildung 1.1). Daher sind diese beiden Mikro-
skopietechniken im Allgemeinen leichter zu implementieren.
Um die genannten Methoden näher zu beleuchten, werden in diesem Kapitel die
mathematischen Grundlagen der nichtlinearen Optik bezüglich der SHM und THM
und deren Simulation vorgestellt. Der Aufbau des Kapitels ist schematisch in Ab-
bildung 1.2 dargestellt.
Abbildung 1.2: Schematische Darstellung des Kapitelaufbaus.
Ausgehend von der durch ein intensives Lichtfeld induzierten Polarisation eines
Mediums wird die Erzeugung harmonischer Lichtfelder erläutert. Hierbei wird be-
sonders auf die mathematische Beschreibung des fokussierten, fundamentalen La-
serfeldes eingegangen. Diese Beschreibung wird sowohl in paraxialer Näherung
als auch in der Winkelspektraldarstellung diskutiert. Abschließend erfolgt die Be-
rechnung der erzeugten, harmonischen Felder sowohl in einem Modell von Boyd
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als auch in einem Modell von Cheng [17,21]. Das Boyd-Modell ist eine Näherung
für moderate Fokussierungen, ist analytisch lösbar und lässt sich einfach nachvoll-
ziehen. Die Winkelspektraldarstellung und das Cheng-Modell zur Berechnung der
Frequenzkonversion sind abgesehen von Spezialfällen nur numerisch lösbar. Al-
lerdings erlauben diese Ansätze auch die Betrachtung stark brechender Objektive
beziehungsweise beliebig orientierter Grenzflächen.
1.1 Grundlagen der nichtlinearen Optik
Lichtfelder mit Feldstärken, die viel geringer sind als die Felder im Atom bzw.
Molekül, induzieren in dielektrischen Medien am Ort ~r zum Zeitpunkt t eine in
guter Näherung lediglich lineare Polarisation ~P(1)(~r, t). Diese ist proportional zur
eingestrahlten elektrischen Feldstärke ~E(~r, t) [22]
~P(1)(~r, t) = "0χ
(1)~E(~r, t). (1.1)
Hierbei bildet das Produkt der elektrischen Feldkonstante "0 und der linearen Sus-
zeptibilität χ (1) die Proportionalitätskonstante. Im Bereich der nichtlinearen Optik
ist dieser lineare Zusammenhang nicht mehr gültig. Für intensive Lichtfelder wird
die induzierte Polarisation des Mediums ~P(~r, t) in einer Reihenentwicklung darge-
stellt
~P(~r, t) = "0

χ (1) ~E(~r, t) +χ (2) (~E(~r, t))2+χ (3) (~E(~r, t))3+ ...

. (1.2)
Die Koeffizienten χ (q) bezeichnen die Suszeptibilität q-ter Ordnung. Typischerwei-
se werden deren Beträge mit steigender Ordnung schnell kleiner. Es handelt sich
bei den Suszeptibilitäten um Tensoren (q + 1)-ter Stufe, die frequenz- und rich-
tungsabhängige Materialkonstanten darstellen. Da im Rahmen dieser Arbeit eine
feste Laserfrequenz genutzt wird, kann die Frequenzabhängigkeit der Suszeptibili-
täten vernachlässigt werden. Für spätere Betrachtungen ist es sinnvoll die nichtli-
neare Polarisation q-ter Ordnung ~P(q)(~r, t) und den gesamten nichtlinearen Anteil
der Polarisation ~PN L(~r, t) wie folgt zu definieren
~P(q)(~r, t) = "0χ
(q)(~E(~r, t))q (1.3)
und ~P(N L)(~r, t) =
∞∑
q=2
~P(q)(~r, t) (1.4)
Durch Symmetriebetrachtungen lässt sich zeigen, dass in zentrosymmetrischen
Medien die Suszeptibilitäten gerader Ordnung und damit die jeweiligen Polari-
sationen gerader Ordnungen verschwinden. Zu diesen Medien gehören alle iso-
tropen Medien wie beispielsweise Gläser, Gase oder Flüssigkeiten. Aufgrund ihrer
Symmetrie sind diese Medien invariant gegenüber einer Inversion der Ortskoor-
dinaten. Durch eine mangelnde Vorzugsrichtung des Mediums ändern die Vek-
toren ~E und ~P(q) bei der Ortsinversion lediglich ihr Vorzeichen zu ~E′ != −~E und
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~P(q) ′ != −~P(q). Betrachtet man die Beziehung (1.3) für gerade Ordnungen q˜, so
folgt daraus
−~P(q˜) != ~P(q˜) ′(~E ′) = ~P(q˜) ′(−~E) = "0χ (q˜)(−~E)q˜ = "0χ (q˜)(~E)q˜ = ~P(q˜) . (1.5)
Damit diese Gleichung erfüllt wird, muss ~P(q˜) und damit χ (q˜) verschwinden. Daher
ist in zentrosymmetrischen Medien die nichtlineare Polarisation dritter Ordnung
der niedrigste, nichtlinear optische Term, der auftreten kann [20,23].
Das elektrische Feld ~E der Laserstrahlung lässt sich durch den Ansatz einer ebenen
Welle mit variabler Amplitude ~E f (~r, t) beschreiben
~E(~r, t) = ~E f (~r, t) · exp[−i(ωt −~k~r)] + k.k. , (1.6)
wobei k.k. für das komplex Konjugierte der vorangegangenen Summanden, ω für
die Frequenz des Lichtfeldes und ~k für den Wellenvektor stehen [24]. Fügt man
diesen Ansatz in die Beziehungen für die Polarisation zweiter und dritter Ordnung
ein, so erhält man
~P(2)(~r, t) = "0χ
(2)(~E f (~r, t))
2
h
2+ e−i(2ωt−2~k~r)+ k.k.
i
(1.7)
~P(3)(~r, t) = "0χ
(3)(~E f (~r, t))
3
h
3e−i(ωt−~k~r)+ e−i(3ωt−3~k~r)+ k.k.
i
. (1.8)
Der erste, frequenzunabhängige Term der Polarisation zweiter Ordnung ist für
den Effekt der optischen Gleichrichtung verantwortlich. Der zweite Term beinhal-
tet eine Schwingung der doppelten Laserfrequenz 2ω. Somit oszillieren einige der
Elektronen mit der doppelten Laserfrequenz um ihren Atom- bzw. Molekülrumpf.
Analog zum Hertz’schen Dipol führt dies zu einer Strahlungsemission mit der Fre-
quenz der Ladungsträgeroszillation. Diese Strahlung wird als zweite Harmonische
bezeichnet. Eine entsprechende Betrachtung gilt auch für die Polarisation dritter
Ordnung. Der mit der Laserfrequenz ω oszillierende Term führt zum nichtlinea-
ren Brechungsindex. Relevant für eine Frequenzkonversion ist der Term, der mit
der dreifachen Laserfrequenz 3ω schwingt. Diese Schwingung ist für die Emissi-
on der Strahlung der dritten Harmonischen verantwortlich. Die Beschreibung der
Erzeugung neuer elektrischer Felder ~E aus der Polarisation ~P erfolgt durch die
Wellengleichung im dielektrischen Medium [22]
∆~E(~r, t)− 1
c2
∂ 2
∂ t2
~E(~r, t) =
1
"0c2
∂ 2
∂ t2
~P(~r, t). (1.9)
Zusammen mit den Gleichungen (1.2) und (1.4) lässt sich dieser Ausdruck um-
schreiben zu
∆~E(~r, t)− n
2
c2
∂ 2
∂ t2
~E(~r, t) =
1
"0c2
∂ 2
∂ t2
~P(N L)(~r, t). (1.10)
Hier wurde zusätzlich die Definition des Brechungsindex n =
p
1+χ (1) verwen-
det. Jede Funktion lässt sich mittels der Fourier-Transformation durch eine Reihe
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von Frequenzkomponenten darstellen [24]. Die Frequenz-Komponenten der nicht-
linearen Polarisation ~P(N L) und des elektrischen Feldes ~E sind:
~P(N L)
ω∗ (~r, t) = ~P0,ω∗(~r, t) · exp[−i(ω∗ t −~kω∗~r)] + k.k. (1.11)
und
~Eω∗(~r, t) = ~E0,ω∗(~r, t) · exp[−i(ω∗ t −~kω∗~r)] + k.k. . (1.12)
Da diese Frequenzkomponenten unabhängig voneinander sind, muss für jede Fre-
quenzω∗ Gleichung (1.10) erfüllt werden [24]. Die Zeitableitungen aus Gleichung
(1.10) lassen sich dann in der Fourier-Darstellung lösen zu:
∂
∂ t

∂
∂ t

~E0,ω∗(~r, t) · e−i(ω∗ t−~kω∗~r)+ k.k.

=
∂
∂ t

e−i(ω∗ t−~kω∗~r) ·

∂
∂ t
~E0,ω∗(~r, t)− iω∗~E0,ω∗(~r, t)

+ k.k.

SV EA≈
∂
∂ t
h
−iω∗~E0,ω∗(~r, t) · e−i(ω∗ t−~kω∗~r)+ k.k.
i
SV EA≈
− (ω∗)2~E0,ω∗(~r, t) · e−i(ω∗ t−~kω∗~r)+ k.k.=−(ω∗)2~Eω∗(~r, t).
Hierbei wurde die physikalisch sinnvolle Annahme gemacht, die zeitliche Variation
der einhüllenden Amplitude des Lichtfeldes langsam ist gegenüber der Lichtfre-
quenz (engl.: slowly varying envelope approximation, SVEA). Für die nichtlineare
Polarisation lassen sich diese Schritte analog durchführen. Mit diesen Näherungen
vereinfacht sich die Wellengleichung (1.10) für die Frequenz ω∗ zu
∆~Eω∗(~r, t) + k
2
ω∗~Eω∗(~r, t) =−
(ω∗)2
"0c2
~P(N L)
ω∗ (~r, t). (1.13)
Hier wurde zusätzlich die Dispersionsrelation k2ω∗ = |~kω∗ |2 =
 
nω∗ω
∗/c
2 verwen-
det.
Somit stellt die von einem fokussierten Laserfeld ~E induzierte nichtlineare Polari-
sation ~P(N L) einen Quellterm für neue elektrische Felder ~Eω∗ der Frequenz ω
∗ dar.
Um die erzeugten Felder ~Eω∗ näher zu diskutieren, ist zunächst eine Beschreibung
der Amplitude des fokussierten Laserfeldes ~E nötig. Daher beschäftigt sich Kapitel
1.2 mit einer allgemeinen Darstellung des fokussierten Laserfeldes und einer Dar-
stellung in paraxialer Näherung. Kapitel 1.3 beschreibt mit diesen Darstellungen
die erzeugten Felder der zweiten und dritten harmonischen Frequenz.
1.2 Mathematische Beschreibung fokussierter Laser-
strahlung
Die folgenden, mathematischen Beschreibungen beschränken sich auf zeitlich kon-
stante Laserintensitäten, d.h. es wird die mittlere Intensität in einem Lichtpuls be-
trachtet. Dies reduziert die Rechenzeit der sehr umfangreichen und zeitintensiven,
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numerischen Simulation auf Integration über räumliche Variationen der Laserin-
tensität. Die Vernachlässigung der zeitlichen Variation der Lichtintensität ist bei
den eingesetzten ultrakurzen Lichtpulsen gerechtfertigt, da die üblichen Detekto-
ren in der nichtlinear optischen Mikroskopie diese zeitliche Variation nicht auflö-
sen können. Die Propagation des Lichts in Raum und Zeit wird weiterhin durch
den Term exp[−i(ωt−~k~r)] beschrieben. In der gesamten vorliegenden Arbeit wird
die z-Achse als optische Achse gewählt. Somit beschreiben die x- und y-Achse die
transversalen Richtungen des Lichtfeldes.
1.2.1 Winkelspektraldarstellung
Die in der Laserphysik konventionelle Behandlung des elektrischen Feldes in pa-
raxialer Näherung ist für die nichtlinear optische Mikroskopie nur bedingt ver-
wendbar. In dieser Näherung betrachtet man nur die Strahlengänge, welche einen
geringen Abstand und Winkel zur optischen Achse aufweisen. Bei der Verwendung
von sehr stark brechenden Objektiven mit hohen numerischen Aperturen weisen
vor allem die Randstrahlen einen sehr großen Winkel θ zur optischen Achse auf.
Daher ist eine geeignetere Beschreibung des stark fokussierten Lichtfeldes nötig.
Dies erfolgt im Rahmen der Winkelspektraldarstellung (engl.: angular spectrum
representation) [25]. Im Folgenden wird eine kurze Erläuterung dieses Modells
gegeben. Details können der Literatur entnommen werden [25]. Bei der Winkel-
spektraldarstellung wird von der Fokussierung durch einen Aplanaten ausgegan-
gen. Aplanate stellen Linsensysteme dar, bei denen weder sphärische Aberration
noch Koma als Abbildungsfehler auftreten. Da bei Aplanaten kein Asymmetriefeh-
ler ensteht, muss die Abbe’sche Sinusbedingung erfüllt sein [26]. Als Folge der
erfüllten Abbe’schen Sinusbedingung sind die Hauptebenen eines Aplanten ge-
krümmt und als Kugelflächen gegeben. Die Fokussierung parallel zur optischen
Achse einfallender Lichtstrahlen durch einen Aplanten lässt sich daher durch die
Brechung an einer kugelförmigen Referenzoberfläche mit dem Radius der Brenn-
weite f beschreiben. Das transversale Profil des eingestrahlten, elektrischen Feldes
~EL(x , y) wird als normalverteilt angenommen
~EL(x , y) = E f ,0e
− x2+y2
w2 ~ex = E f ,0e
− ρ2
w2~ex = E f ,0e
− f 2
w2
·sin2 θ~ex = E f ,0 f0(θ)~ex (1.14)
mit dem Laserstrahlradius w. Die lineare Polarisation des Feldes zeigt in Richtung
der x-Achse. Hierbei wird abgekürzt:
f0(θ) = exp[− f 2/w2] · sin2 θ .
Abbildung 1.3 veranschaulicht die Geometrie der Winkelspektraldarstellung.
Aufgrund der gegebenen Symmetrie wird der Ortsraum im Fokus in Zylinder-
koordinaten beschrieben. Novotny und Hecht zeigten, dass sich das elektrische
Feld im Fokus ~E f (~r) = ~E f (ρ,φ, z) durch die Berücksichtigung des Brechungsge-
setzes für jeden durch das Linsensystem propagierenden Strahlengang wie folgt
ergibt:
~E f (ρ,ϕ, z) =
ikω f0
2
E f ,0e
−ikω f0
(I00(ρ, z) + I02(ρ, z) cos2ϕ)~exI02(ρ, z) sin2ϕ~ey−2i I01(ρ, z) cosϕ~ez
 (1.15)
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Abbildung 1.3: Zur Erläuterung der Winkelspektraldarstellung: Das transversale Profil der
elektrischen Feldamplitude EL = |~EL| ist normalverteilt mit dem 1/e-Radius w (linker
Graph). Durch den Winkel θ zwischen dem jeweils gebrochenen Strahl und der optischen
Achse lassen sich alle relevanten Strahlengänge beschreiben. Der transversale Abstand
zur optischen Achse lässt sich mit f sinθ berechnen, wobei f die Brennweite und somit
den Radius der Referenzkugeloberfläche darstellt (Aplanat). Die Brechung der Strahlen fin-
det an dieser Referenzkugeloberfläche statt.
Der Fokuswinkel θ zur Strahlachse liegt im Intervall von 0 bis θmax =
arcsin (NAF/nω). Die numerische Apertur NAF ist dabei durch die Linse vorge-
geben. In den Hilfsfunktionen I00, I01 und I02 wird über die zu berücksichtigen
Strahlengänge integriert
I00(ρ, z) =
∫ θmax
0
f0(θ)(cosθ)
1/2 sinθ(1+ cosθ)J0(kωρ sinθ)e
ikωz cosθ dθ ,
I01(ρ, z) =
∫ θmax
0
f0(θ)(cosθ)
1/2 sin2 θ J1(kωρ sinθ)e
ikωz cosθ dθ ,
I02(ρ, z) =
∫ θmax
0
f0(θ)(cosθ)
1/2 sinθ(1− cosθ)J2(kωρ sinθ)eikωz cosθ dθ .
Jm ist die Besselfunktion m-ter Ordnung.
Im Gegensatz zum unfokussierten Feld ~EL weist die elektrische Feldamplitude im
Fokus ~E f in der Winkelspektraldarstellung je eine nicht verschwindende Kompo-
nenten in y- und z-Richtung auf. Exemplarisch zeigt Abbildung 1.4 den Betrag
E f = |~E f | für die Laserfokussierung durch ein Objektiv der numerischen Apertur
NAF = 0,22 und der Brennweite f = 16mm. Das dargestellte elektrische Feld hat
eine longitudinale Halbwertsbreite von 62,5µm und eine transversale Halbwerts-
breite von 3µm. Definiert man hier eine Fokusfläche bei halber Maximalamplitude
würde sich näherungsweise eine Ellipse mit einem Aspektverhältnis von 1 : 21 er-
geben. In drei Raumrichtungen würde man ein zigarrenförmiges Fokusvolumen
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erhalten. Diese Verteilung der elektrischen Feldamplitude aus der Winkelspekt-
raldarstellung wird im nächsten Abschnitt mit der Beschreibung in paraxialer Nä-
herung verglichen.
Abbildung 1.4: Absolutbetrag der elektrischen Feldamplitude E f = |~E f | eines Laserfokus in
Abhängigkeit der transversalen und longitudinalen Dimensionen ρ und z. Die Berechnung
erfolgte mit der Winkelspektraldarstellung. Das verwendete Objektiv hat eine numerische
Apertur NAF = 0,22 und eine Brennweite f = 16mm.
1.2.2 Paraxiale Näherung
In der paraxialen Näherung werden kleine Änderungen der Feldamplitude eines
Lichtfeldes in transversaler Richtung angenommen. Der Gauß-Strahl ist eine Lö-
sung der paraxial genäherten Wellengleichung und bildet das Verbindungsglied
zwischen der Strahlen- und der Wellenoptik. Ähnlich wie bei einer ebenen Welle
geht man hier davon aus, dass die Ausbreitungsrichtung im Wesentlichen entlang
der optischen Achse liegt. Im Gegensatz zur ebenen Welle ist beim Gauß-Strahl
die Amplitude räumlich nicht konstant. Somit ergibt sich folgender Ansatz für das
elektrische Feld und die daraus resultierende nichtlineare Polarisation
~Eω∗(~r, t) = ~E0,ω∗(~r, t) e
−i(ω∗ t−kω∗z) (1.16)
~P(N L)
ω∗ (~r, t) = ~P
(N L)
0,ω∗ (~r, t) e
−i(ω∗ t−k′
ω∗z) . (1.17)
Hierbei wurde in der nichtlinearen Polarisation eine zum elektrischen Feld ver-
schiedene Wellenzahl k′ω∗ verwendet, um die Dispersion des Mediums zu be-
rücksichtigen. Wie bei der Winkelspektraldarstellung wird eine zeitlich konstan-
te Lichtamplitude ~E0,ω∗(~r, t) = ~E0,ω∗(~r) betrachtet. Setzt man diese Ansätze in die
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nichtlineare Wellengleichung (1.13) ein, erhält man mit der Operator-Identität
∆= ∂
2
∂ x2
+ ∂
2
∂ y2
+ ∂
2
∂ z2
= ~∇2T + ∂ 2∂ z2
~∇2T ~Eω∗(~r) +

∂ 2~E0,ω∗(~r)
∂ z2
+ 2ikω∗
∂ ~E0,ω∗(~r)
∂ z

e−i(ω∗ t−kω∗z) =−(ω
∗)2
"0c2
~P(N L)
ω∗ (~r) . (1.18)
In der paraxialen Näherung sind die räumlichen Oszillationen des elektrischen
Feldes wesentlich schneller als die Änderung der Amplitude (SVEA). Daher gilt
k2ω∗ |~E0,ω∗(~r)|  k|
∂ ~E0,ω∗(~r)
∂ z
|  |∂
2~E0,ω∗(~r)
∂ z2
| .
Mit dieser Näherung lässt sich Gleichung (1.18) zur paraxialen, nichtlinearen Wel-
lengleichung
~∇2T ~E0,ω∗(~r) + 2ikω∗
∂ ~E0,ω∗(~r)
∂ z
=−(ω
∗)2
"0c2
~P(N L)0,ω∗ (~r) · ei∆k z (1.19)
mit der Phasenfehlanpassung ∆k = k′ω∗−kω∗ vereinfachen. Gleichung (1.29) dient
als Grundlage für die numerischen Simulationen in Kapitel 3.
Der Gauß-Strahl (siehe Abbildung 1.6) zur Beschreibung der frei propagieren-
den fundamentalen Laserstrahlung ist eine Lösung der homogenen, paraxialen
Wellengleichung
~∇2T ~E0,ω∗(~r) + 2ikω∗
∂ ~E0,ω∗(~r)
∂ z
= 0. (1.20)
Das elektrische Feld sei in x-Richtung polarisiert. Der Gauß-Strahl wird beschrie-
ben durch
~E0,ω∗ (~r) = ~E0,ω∗
 
ρ,ϕ, z

= A0,ω∗
w0
w (z)
e
−ρ2
w(z)2 e
ikω∗ρ2
2R′(z) eiΦ
′(z) ~ex . (1.21)
Hierbei bezeichnet A0,ω∗ die Amplitude und w0 die minimale Strahltaille. Der trans-
versale Durchmesser (d.h. die Strahltaille) ändert sich während der Propagation
des Strahls gemäß
w (z) = w0
r
1+
z
z˜
2
. (1.22)
Hierbei ist z˜ die Rayleigh-Länge mit der Wellenlänge λ definiert:
z˜ = piw20/λ . (1.23)
Die Rayleigh-Länge beschreibt die Propagationsstrecke bis zur Verdopplung des
Strahlquerschnitts. Dies dient als Maß für die longitudinale Ausdehnung des Fo-
kus. Neben der transversalen Ausdehnung ändert sich auch der Krümmungsradius
R′(z) der Wellenfronten gemäß
R′ (z) = z

1+

z˜
z
2
. (1.24)
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Die Phase Φ′ des Gauß-Strahls erfährt bei dessen Propagation durch die minimale
Strahltaille eine Inversion gemäß
Φ′ (z) =−arctan
z
z˜

. (1.25)
Diese Phasenverschiebung ist als Gouy-Phase bekannt. In der Fernfeldnäherung
ergibt sich der Divergenzwinkel:
θ =
λ
piw0
. (1.26)
Abbildung 1.5: Darstellung eines Gauß-Strahls. Die transversale Ausdehnung w(z) des
Gauß-Strahls ist in Schwarz (linke Ordinatenachse) gegen den Abstand zum Fokus in Ein-
heiten der Rayleigh-Länge z˜ aufgetragen. Für das Fernfeld ergibt sich der Divergenzwinkel
θ . Exemplarisch ist in Grau eine Phasenfront und deren Krümmungsradius R′(z) einge-
zeichnet. Der blaue Verlauf stellt die Phase Φ′(z) des Gauß-Strahls dar (rechte Ordinaten-
achse).
Alternativ zu Gleichung (1.21) kann der Gauss-Strahl auch in komplexer Schreib-
weise etwas kompakter dargestellt werden:
~E0,ω∗ (~r) = ~E0,ω∗
 
ρ,ϕ, z

=
A0,ω∗
1+ iz/z˜
exp

− ρ
2
w20 (1+ iz/z˜)

~ex . (1.27)
Der komplexen Darstellung folgend, lässt sich das fokussierte Lichtfeld der Fre-
quenz ω formulieren zu:
~E f (ρ,ϕ, z) = ~E0,ω
 
ρ,ϕ, z

=
A0,ω
1+ iz/z˜
exp

− ρ
2
w20 (1+ iz/z˜)

~ex . (1.28)
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Abbildung 1.6: Absolutbetrag der elektrischen Feldamplitude in paraxialer Näherung E f =
|~E f | eines Laserfokus in Abhängigkeit der transversalen und longitudinalen Dimension ρ
und z. Das verwendete Objektiv hat eine numerische Apertur NAF = 0,22 und eine Brenn-
weite f = 16mm.
Exemplarisch zeigt Abbildung 1.6 den Betrag des elektrischen Feldes E f = |~E f |
in paraxialer Näherung für die Fokussierung durch ein Objektiv der numerischen
Apertur NAF = 0,22 und der Brennweite f = 16mm. Ein Vergleich dieser Abbil-
dung mit jener der Winkelspektraldarstellung (Abbildung 1.4) zeigt einen ähnli-
chen Verlauf. Es ergeben sich hier die Halbwertsbreiten zu 55,5µm in longitudi-
naler und 2,8µm in transversaler Richtung. Diese Werte sind etwa 10% geringer
als jene der Winkelspektraldarstellung. Das Aspektverhältnis liegt bei 1 : 19,8.
Quadriert man das elektrische Feld und bestimmt daraus das Aspektverhältnis der
Intensität, erhält man ein Verhältnis von 1 : 18,2. Zudem zeigt der Gauß-Strahl
weniger Strukturen im Randbereich. Da die Frequenzkonversion hauptsächlich
bei maximaler Amplitude auftritt, sind die fehlenden Strukturen am Rand nur
von geringer Bedeutung. Insgesamt beschreibt die paraxiale Näherung (bzw. der
Gauß-Strahl) bei den vorliegenden experimentellen Parametern die Feldstärke-
verteilung im Fokus recht gut. Die mathematische Handhabung sowie der zeit-
liche Aufwand bei der numerischen Simulation sind beim Gauß-Strahl um ein
Vielfaches besser als bei der Winkelspektraldarstellung. Bei größerer numerischer
Apertur wird die Approximation des elektrischen Feldes durch den Gauß-Strahl
zunehmend schlechter werden. In diesen Fällen ist die Verwendung der Winkel-
spektraldarstellung notwendig.
14
Kapitel 1. Grundlagen der nichtlinear optischen Mikroskopie
1.3 Frequenzkonversion im Laserfokus
Die oben erläuterten Darstellungen eines fokussierten Lichtstrahls sollen jetzt in
der Beschreibung der Frequenzverdopplung und -verdreifachung angewandt wer-
den. Um eine analytische Lösung zu erhalten, wird die Beschreibung des fokalen
Lichtfeldes durch den Gauß-Strahl und die paraxiale Näherung verwendet. Die-
ser Ansatz ermöglicht es relevante Schlüsse für die nichtlineare Mikroskopie zu
ziehen.
1.3.1 Erzeugung harmonischer Frequenzen im Boyd-Modell
Im Folgenden wird ein fokussierter Gauß-Strahl in einem nichtlinear optischen
Medium betrachtet. Es wird der allgemeine Fall der Frequenzkonversion zur q-ten
Harmonischen behandelt.
In dem von Boyd gezeigten Modell der Frequenzkonversion betrachtet man die
paraxiale Wellengleichung (1.29) für die Frequenz ω∗ = qω mit der Definition der
nichtlinearen Polarisation aus Gleichung (1.3), so erhält man die Differentialglei-
chung [17]
~∇2T ~E0,qω(~r) + 2ikqω
∂ ~E0,qω(~r)
∂ z
=−(qω)
2χ (q)
c2

~E0,ω(~r)
q · ei∆k z . (1.29)
Hierbei wird die Polarisation durch ein Feld der Frequenz ω∗ =ω induziert. Ward
und New zeigten, dass sich daraus mit einem Gauß-Strahl nach Gleichung (1.27)
als fundamentales Feld und dem Ansatz
~E0,qω
 
ρ,ϕ, z

=
A0,qω(z)
1+ iz/z˜
exp

− qρ
2
w20 (1+ iz/z˜)

~ex (1.30)
die Amplitude des erzeugten Feldes A0,qω(z) bestimmen lässt zu [17,27]
A0,qω (z) =
i qω
2"0nqω c
χ (q) Aq0,ω
∫ z
z0
exp[i∆k z′]
(1+ iz′/z˜)q−1
dz′ . (1.31)
Hierbei steht z0 für die Eintrittsposition des Lichtfeldes in das Medium. Im Rah-
men der vorliegenden Arbeit werden stets Medien betrachtet, deren Ausdehnun-
gen groß sind gegenüber der Rayleigh-Länge, d.h. der longitudinalen Ausdehnung
des Fokus. Die Feldamplitude der q-ten Harmonischen lässt sich daher näherungs-
weise schreiben:
A0,qω =
i qω
2"0nqω c
χ (q) Aq0,ω
∫ ∞
−∞
exp[i∆k z′]
(1+ iz′/z˜)q−1
dz′ . (1.32)
Dieses komplexe Integral lässt sich analytisch mittels des Residuensatzes [27, 28]
lösen zu
A0,qω =
i qω
2"0nqω c
·χ (q) Aq0,ω
(
0 , für ∆k < 0
2pi
(q−2)! z˜
q−1∆kq−2 exp (−z˜∆k) , für ∆k > 0 . (1.33)
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Abbildung 1.7: Normierte Feldamplitude der erzeugten Harmonischen nach Gleichung
(1.33) für q = 2 (gestrichelte rote Kurve) und q = 3 (blaue Kurve). Hierbei ist der jeweils
normierte Betrag der Amplitude |A0,qω| gegen die Phasenfehlanpassung ∆k in Einheiten
der Rayleigh-Länge z˜ aufgetragen. Negative (positive) Phasenfehlanpassung ergibt sich bei
normaler (anomaler) Dispersion des Mediums. THG und SHG treten nur im Fall anomaler
Dispersion (∆k > 0) auf. Für eine perfekte Phasenanpassung verschwindet die dritte Har-
monische, während die zweite Harmonische die halbe Maximalamplitude aufweist.
Dabei ist die Phasenfehlanpassung ∆k = qω
c
(nω − nqω) gegeben durch die Dif-
ferenz der Wellenvektoren der nichtlinearen Polarisation k′qω = q ∗ nωωc und des
elektrischen Feldes der q-ten Harmonischen kqω =
nqωqω
c
. Die Wellenvektoren un-
terscheiden sich lediglich aufgrund der Dispersion des Mediums. Abbildung 1.7
zeigt die Amplituden der zweiten bzw. dritten Harmonischen aufgetragen gegen
die Phasenfehlanpassung ∆k. Für eine geringe positive Phasenfehlanpassung sind
die Amplituden der zweiten und dritten Harmonischen maximal und nähern sich
für große Phasenfehlanpassung asymptotisch der Null. Die positive Phasenfehl-
anpassung gilt für anomale Dispersion. Anomale Dispersion tritt nur in der Nähe
von Resonanzen auf. Im Rahmen dieser Arbeit werden ausschließlich transparen-
te Proben untersucht. Die optischen Übergangsfrequenzen solcher Proben liegen
weit außerhalb des Spektralbereichs der verwendeten Laserstrahlung wie auch der
erzeugten Harmonischen. Im Bereich der normalen Dispersion (nω ≤ nqω) bzw.
negativer Phasenfehlanpassung verschwindet die Amplitude A0,qω. Daher ist in den
hier betrachteten Medien normaler Dispersion keine Erzeugung von harmonischen
Frequenzen zu erwarten. Eine anschauliche Erläuterung dazu ist beispielhaft für
die Erzeugung der dritten harmonischen Frequenz in Abbildung 1.8 (links) dar-
gestellt. Im Medium M1 ist neben dem bereits aus Abbildung 1.5 bekannten
Gauß-Strahl zur Orientierung der Betrag der Amplitude der dritten Harmonischen
|A0,3ω(z)| aus Gleichung (1.31) für z0 = −∞ aufgetragen. Dessen Verlauf wächst
monoton bis zum Fokus (z = 0) aufgrund der stetig steigenden Intensität an. Nach
dem Fokus fällt die Amplitude im gleichen Maße wieder bis auf Null ab. Dies ist
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mit der Phaseninversion des Gauß-Strahls (Gouy-Phasenverschiebung) im Fokus
und der daraus resultierenden vollständig destruktiven Interferenz der erzeugten
harmonischen Wellen zu erklären [5]. Somit kann bereits wenige Rayleigh-Längen
hinter dem Fokus kein Signal harmonischer Frequenzen nachgewiesen werden.
Abbildung 1.8: Analytische Berechnung des Betrags der Amplitude der dritten Harmoni-
schen |A0,3ω(z)| nach Gleichung (1.31) (blaue Kurve). Zur besseren Übersicht über die Aus-
dehnung des Bereichs ist die transversale Ausdehnung des Gauß-Strahls in Rot dargestellt.
(links) Der Verlauf der Amplitude bei der Fokussierung in ein homogenes Medium M1 der
nichtlinearen Suszeptibilität χ(3)1 und (rechts) in eine heterogene Probe bestehend aus den
Medien M1 und M2 (mit χ
(3)
1 und χ
(3)
2 = 0,3χ
(3)
1 ).
In einem heterogenen Medium ändert sich jedoch die nichtlinear optische Polari-
sation an der Grenzfläche. Dies führt nicht zu einer vollständigen Auslöschung der
erzeugten Harmonischen, sondern zu einer partiell destruktiven Interferenz. Diese
Situation ist in Abbildung 1.8 (rechts) dargestellt. Für das neue Medium M2 wird
ebenfalls vollständige Transparenz und ein zum ersten Medium M1 identischer
Brechungsindex angenommen. Diese Medien wären mittels der konventionellen
(linearen) Mikroskopie nicht voneinander abgrenzbar. Im Gegensatz zu den linear
optischen Eigenschaften unterscheiden sich die nichtlinear optischen Eigenschaf-
ten typischerweise deutlich voneinander [19, 29, 30]. Dies spiegelt sich in den
willkürlich gewählten Suszeptibilitäten χ (3)1 und χ
(3)
2 = 0,3χ
(3)
1 wider. Aufgrund
der lediglich partiellen Auslöschung bleibt im Fernfeld (z → ∞) eine nicht ver-
schwindende Strahlung der harmonischen Frequenz erhalten.
Die im Boyd-Modell diskutierten Eigenschaften der Frequenzkonversion an Grenz-
flächen ermöglichen die nichtlinear optische mikroskopische Abbildung heteroge-
ner Proben. Bei der Fokussierung eines intensiven Laserstrahls in ein homogenes
Medium findet keine detektierbare Erzeugung von harmonischen Frequenzen
statt. Liegt hingegen eine Grenzfläche zweier Medien im Bereich des Laserfokus,
führt dies zu einer detektierbaren Frequenzkonversion. Die Mikroskopie mittels
Frequenzvervielfachung ist somit Grenzflächen-sensitiv und liefert Informatio-
nen über die Probenstruktur. Dies gelingt auch bei transparenten Proben ohne
Brechungsindexvariation, welche durch die Methoden der linearen Optik nicht
zugänglich sind.
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Es sei angemerkt, dass das oben diskutierte Boyd-Modell auf der Analyse der
Frequenzkonversion im Rahmen der paraxialen Näherung basiert. Aufgrund der
auf die longitudinale Dimension limitierten Abhängigkeit der erzeugten Feldam-
plitude kann die Frequenzkonversion nur an orthogonal zur optischen Achse ver-
laufenden Grenzflächen simuliert werden. Daher wird im nächsten Abschnitt ein
komplexerer Ansatz vorgestellt. Dieser Ansatz ist weniger anschaulich, ermöglicht
aber Simulationen an beliebigen Grenzflächenorientierungen.
1.3.2 Erzeugung harmonischer Frequenzen im Cheng-Modell
Im vorangegangenen Abschnitt wurde die nichtlineare Suszeptibilität als Skalar
angesetzt und die transversalen Änderungen der Felder vernachlässigt. Beide An-
nahmen sind für die nichtlinear optische Mikroskopie nur für moderate Fokussie-
rungen zulässig. Um eine allgemeingültigere Formulierung zu erhalten, wird in
diesem Abschnitt das Modell von Cheng betrachtet [21]. Da die Erzeugung der
dritten Harmonischen das zentrale Thema dieser Arbeit bildet, wird speziell deren
Erzeugung im Cheng-Modell behandelt. Die Erzeugung der zweiten Harmonischen
lässt sich analog dazu beschreiben. Aus Gleichung (1.3) und mit der nichtlinearen
Suszeptibilität dritter Ordnung als Tensor vierter Stufe lässt sich die Polarisation
dritter Ordnung formulieren zu
~P(3)(~r ) = "0
∑
i, j,k,l
~eiχ
(3)
i jkl(~r)E j(~r )Ek(~r )El(~r ) . (1.34)
Im Rahmen dieser Arbeit werden typischerweise zentrosymmetrische Medien wie
Gläser oder Flüssigkeiten betrachtet. Aufgrund dieser Symmetrie vereinfacht sich
die Suszeptibilität dritter Ordnung zu [31]
χ
(3)
i jkl =
∑
i, j,k,l
χ
(3)
0
 
δi jδkl +δikδ jl +δilδ jk

, (1.35)
mit dem Kronecker-Delta δi j (δi j = 1 für i = j, δi j = 0 sonst) und der material-
und frequenzabhängigen Konstante χ (3)0 . Damit erhält man
~P(3) = "0χ
(3)
0
Ex(3E2x + E2y + E2z )Ey(E2x + 3E2y + E2z )
Ez(E2x + E
2
y + 3E
2
z )
 . (1.36)
Um aus der nichtlinearen Polarisation dritter Ordnung das Feld der dritten Har-
monischen zu berechnen, ist die inhomogene, lineare Differentialgleichung der
Helmholtz-Gleichung (1.13) zu lösen. Da die erzeugte Strahlung am Detektor, also
im Fernfeld ~R = (R,Θ,Φ), von Interesse ist, lässt sich das Feld der dritten Harmo-
nischen durch die tensorielle Green-Funktion Gˆ = Gi j~ei ⊗~e j beschreiben [25]
~E(3ω)(~R ) =
∫
V
dV ′ Gˆ(~R,~r ′)~P(3ω)(~r ′) =
∫
V
dV ′~eiGi j(~R,~r ′)P(3ω)j (~r ′) . (1.37)
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Abbildung 1.9: Koordinatensysteme und Orientierung der vorliegenden Geometrie. Der
Ortsvektor ~R = (R,Θ,Φ) in Kugelkoordinaten beschreibt das Fernfeld am Ort der Detek-
tion. Der Vektor ~r ′ liegt im Fokusvolumen V . Die Gesamtleistung Π(3ω) entspricht der Sum-
me aller auf den Detektor treffenden Strahlen der dritten Harmonischen. Ein ortsauflösen-
der Detektor könnte die Intensität I (3ω) einzelner Strahlbündel der dritten Harmonischen in
einer Richtung (Θ,Φ) vermessen.
Die Integration erfolgt über das Fokusvolumen V , in dem die dritte Harmonische
erzeugt wird. Die Komponenten der tensoriellen Green-Funktion sind hierbei de-
finiert als
Gi j(~R,~r
′) =

δi j − 1k23ω
~∇′i ~∇′j

G0(~R,~r
′). (1.38)
Die skalare Green-Funktion G0 ist gegeben durch
G0(~R,~r
′) =
1
4pi
eik3ω|~R−~r ′|
|~R−~r ′| . (1.39)
Abbildung 1.9 gibt einen Überblick über die Koordinatensysteme und Geometrie
des Cheng-Modells. In der Fernfeldnäherung |~R|  |~r| lässt sich Gleichung (1.39)
mit dem Einheitsvektor ~N = ~R/|~R| vereinfachen zu
G0(~R,~r
′)' e
ik3ωR
4piR
e−ik3ω ~N ·~r ′ . (1.40)
Führt man in dieser Näherung die Ableitungen in der tensoriellen Green-Funktion
aus, so lassen sich die einzelnen Elemente Gi j umschreiben zu
Gi j =
 
δi j − NiN jG0 = Ai jG0 . (1.41)
Die Elemente Ai j = δi j − NiN j sind in kartesischen Koordinaten mit ~R = (X ,Y, Z)
und |~R|= R somit gegeben durch
Aˆ=
1− X 2/R2 −XY /R2 −X Z/R2−XY /R2 1− Y 2/R2 −Y Z/R2
−X Z/R2 −Y Z/R2 1− Z2/R2
 . (1.42)
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Durch Einsetzen in die Bestimmungsgleichung für das elektrische Feld der dritten
Harmonischen (1.37) ergibt sich
~E(3ω)(~R) =
eik3ωR
4piR
~eiAi j
∫
V
dV ′ e−ik3ω ~N ·~r ′P(3ω)j (~r ′) . (1.43)
Dieser Ausdruck für das elektrische Feld der dritten harmonischen Frequenz ist so-
wohl gültig für ein fundamentales Laserfeld beschrieben durch einen Gauß-Strahl
(für moderat brechende Objektive) als auch für die Winkelspektraldarstellung (für
stark brechende Objektive). Im Gegensatz zum zuvor vorgestellten Boyd-Modell,
findet hier eine Integration über alle drei Raumrichtungen statt, so dass beliebige
Grenzflächenorientierungen simuliert werden können. Die Integrale sind im Allge-
meinen nicht analytisch lösbar, daher müssen bei Simulationen mit diesem Ansatz
numerische Verfahren eingesetzt werden. Die Gesamtleistung Π(3ω) ist dann gege-
ben durch [22]
Π(3ω) =
"0c
2
2pi∫
0
dΦ
Θmax∫
0
dΘR2 sinΘ
~E(3ω)(~R )2 , (1.44)
wobei der maximale Detektionswinkel Θmax durch den Abstand und die Apertur
des Detektors festgelegt ist und das Fernfeld ~R = (R,Θ,Φ) in Kugelkoordinaten
dargestellt wird. Über den Zusammenhang zwischen optischer Leistung und In-
tensität
Π(3ω) =
∫
I (3ω)(Ω) dΩ =
∫∫
sinΘ I (3ω)(R,Θ,Φ) dΘ dΦ (1.45)
erhält man die winkelaufgelöste Intensität der frequenzverdreifachten Strahlung
I (3ω)(R,Θ,Φ) =
"0c
2
R2
~E(3ω)(~R )2 . (1.46)
Verwendet man bei den Elementen Ai j ebenfalls die Darstellung in Kugelkoordina-
ten, folgt der vom Beobachtungsabstand R unabhängige Ausdruck
Aˆ=
 1− sin2Θ cos2Φ − sin2Θ sinΦ cosΦ − sinΘ cosΘ cosΦ− sin2Θ sinΦ cosΦ 1− sin2Θ sin2Φ − sinΘ cosΘ sinΦ
− sinΘ cosΘ cosΦ − sinΘ cosΘ sinΦ 1− cos2Θ
 . (1.47)
Es zeigt sich, dass die Intensität der emittierten Strahlung I (3ω) gemäß der Erwar-
tung lediglich von der Beobachtungsrichtung (Θ,Φ) und nicht vom Beobachtungs-
abstand R abhängt
I (3ω)(Θ,Φ) =
"0c
2
~eiAi j
4pi
∫
V
dV ′ e−ik3ω ~N ·~r ′P(3ω)j (~r ′)
2 . (1.48)
Gleichung (1.48) stellt die in der numerischen Simulation auszuwertende Funk-
tion des Intensitätsprofils der dritten Harmonischen dar (siehe Kapitel 3). Abbil-
dung 1.10 vergleicht das zuvor vorgestellte Boyd-Modell der Frequenzkonversion
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mit dem in diesem Abschnitt vorgestellten Modell nach Cheng. Während im Boyd-
Modell nur orthogonal zur optischen Achse verlaufende Grenzflächen betrachtet
werden können, erlaubt das hier vorgestellte Cheng-Modell die Betrachtung belie-
big orientierter Grenzflächen. Zusätzlich zur Gesamtleistung Π(3ω) gibt das Cheng-
Modell auch Aufschluss über das zweidimensionale Abstrahlungsprofil I (3ω)(Θ,Φ)
der dritten Harmonischen. Das Abstrahlungsprofil wird in Kapitel 3 experimentell
untersucht und mit Simulationen der Integral-Gleichung verglichen. Details zur
numerischen Simulation von Gleichung (1.48) sind dem Anhang A zu entnehmen.
Abbildung 1.10: Darstellung der beiden in diesem Unterkapitel gezeigten mathematischen
Modelle der Frequenzkonversion an Grenzschichten. (links) Das Boyd-Modell (Kapitel
1.3.1). (rechts) Das in diesem Abschnitt vorgestellte Modell nach Cheng.
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Kapitel 2
Aufbau des nichtlinear optischen Mikroskops
In diesem Kapitel wird der im Rahmen dieser Arbeit entstandene, experimentel-
le Aufbau im Detail präsentiert und charakterisiert. Eine zentrale Voraussetzung
für die bei der nichtlinear optischen Mikroskopie ausgenutzten, nichtlinear opti-
schen Effekte ist eine ausreichend hohe Laserintensität. Hierzu wird gepulste La-
serstrahlung verwendet. In der nichtlinear optischen Mikroskopie wird typischer-
weise gepulste Laserstrahlung mit Pulsdauern im Femto- bis Pikosekundenbereich
verwendet. Verglichen mit Dauerstrichlasern liegt bei ultrakurzen Laserpulsen die
Zerstörschwelle im Medium viel höher und die nichtlinear optischen Prozesse sind
aufgrund der großen Spitzenintensitäten stärker. Aufgrund der hohen Repetitions-
raten solcher Ultrakurz-Puls-Laser werden ausreichend viele frequenzvervielfach-
te Photonen erzeugt. Zur weiteren Steigerung der Intensität und der Auflösung
wird die Strahlung fokussiert. Dies führt zu einer grenzflächenselektiven Strah-
lungskonversion. Wird der Laserfokus durch die Probe bewegt und die erzeug-
te frequenzvervielfachte Strahlung detektiert, so lassen sich die Grenzflächen der
Medien und somit die Struktur der Probe rekonstruieren.
In diesem Kapitel wird zunächst das gepulste Lasersystem charakterisiert. An-
schließend wird der Aufbau des nichtlinear optischen Mikroskops mit zwei simul-
tanen Detektionskanälen für die Strahlung der zweiten Harmonischen (SH) und
dritten Harmonischen (TH) erläutert und charakterisiert.1
2.1 Das Lasersystem
Das verwendete Lasersystem besteht aus zwei kommerziellen Festkörperlasern:
ein Titan:Saphir-Laser (Spectra-Physics, Tsunami) und ein frequenzverdoppelter
Neodym:Yttriumorthovandat-Laser (Coherent, Verdi G7). Bei dem Verdi G7 han-
delt es sich um einen Laserdioden-gepumpten Dauerstrichlaser, der nach inter-
ner Frequenzverdopplung eine Wellenlänge von 532nm mit einer maximalen,
optischen Leistung von 7W emittiert. Mit dieser Strahlung wird der gepulste
Titan:Saphir-Laser optisch gepumpt. Die Laserpulse des Tsunami mit Pulsdauern
im Femtosekunden-Bereich werden typischerweise für die Zwei-Photonen anreg-
te Fluoreszenz-Mikroskopie (engl.: two-photon excitation fluorescence microscopy,
TPEF-Mikroskopie) verwendet und eignen sich daher gut für die nichtlinear opti-
sche Mikroskopie. Die relevanten Parameter des Ultra-Kurzpuls-Lasers sind Tabelle
2.1 entnehmbar.
1Teile der Ergebnisse dieses Kapitels sind im Rahmen der Masterarbeit von Florian Wagner
entstanden, die vom Autor mit betreut wurde [28].
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Pumpleistung PPump = 5,5W
Durchschnittliche Ausgangsleistung P = 1W
Repetitionsrate νRep = 82MHz
Horizontaler, unfokussierter Strahldurchmesser Dh,FWHM = 726µm
Vertikaler, unfokussierter Strahldurchmesser Dv ,FWHM = 967µm
Spektrale Halbwertsbreite ∆λ= 15,4nm
Zentralwellenlänge λ= 810nm
Fourier-limitierte Pulsdauer ∆tTBP = 44,9 fs
Pulsdauer hinter Laserresonator ∆tLaser = 72,7 fs
Pulsdauer im Fokus ∆tFokus = 139,6 fs
Pulsenergie EPuls = P/νRep = 12nJ
Pulsleistung im Fokus PFokus = EPuls/∆tFokus = 90kW
Fokusintensität IFokus = PPuls/AFokus = 2TW/cm2
Tabelle 2.1: Relevante Parameter des verwendeten Ultra-Kurzpuls-Lasers. Bei der Berech-
nung der Pulsleistung im Fokus wurden sämtliche Verluste vernachlässigt und ein stufen-
förmiger Laserpuls angenommen. Bei der Bestimmung der Fokusintensität wird eine Fokus-
fläche von AFokus = 4µm2 angesetzt.
Abbildung 2.1: (links) Nach dem Auskoppelspiegel des Ultra-Kurzpuls-Lasers gemesse-
nes Strahlprofil in Falschfarbendarstellung. (rechts) Gemessene Intensität eines horizon-
talen Schnitts (blaue Punkte) und eines vertikalen Schnitts (schwarze Quadrate) durch
das Strahlprofil. An die Datenpunkte wurde jeweils eine Gauß-Funktion angepasst (dun-
kelblaue, gestrichelte Kurve an den horizontalen Schnitt, graue Kurve an den vertikalen
Schnitt). Im Strahlprofil sind Interferenzstrukturen zu erkennen, die durch die Verwendung
von Absorptionsfiltern vor dem Kamerachip verursacht werden.
Das vermessene Strahlprofil des Titan:Saphir-Lasers ist in Abbildung 2.1 in Falsch-
farbendarstellung gezeigt. Ebenfalls in dieser Abbildung sind je ein vertikaler und
ein horizontaler Schnitt durch das Strahlprofil dargestellt. Der in der x-Richtung
polarisierte Laser weist ein leicht elliptisches Strahlprofil auf. Die Halbwertsbrei-
te entlang der x-Achse ist 726µm, während die Halbwertsbreite in y-Richtung
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Abbildung 2.2: Emissionsspektrum des Titan:Saphir-Lasers. Das Spektrum wurde mit ei-
nem Laserspektrum-Analysator (Heraeus Noblelight, E201) aufgenommen (schwarze Punk-
te). Die spektrale Auflösung des Geräts wird mit 0,5nm angegeben. An die Messwer-
te wurde zur Bestimmung der spektralen Halbwertsbreite eine quadratische Sekans-
Hyperbolicus-Kurve angepasst (rote Linie). Die angepasste Funktion weist eine Halbwerts-
breite von ∆λ= 15,4nm auf.
967µm beträgt. Diese Werte wurden jeweils über die Anpassung einer Gauß-
Funktion an die gezeigten Schnitte ermittelt. Damit ergibt sich ein Aspektverhält-
nis des Strahlprofils von 1 : 1,33. Im Vergleich zu anderen transversalen Moden
ermöglicht die hier gemessene, transversale Grundmode TEM00 einen minimalen
Fokus [26,32].
Durch die Superposition phasenstarrer Schwingungsmoden des breitbandigen
Emissionsspektrums des Tsunami entsteht ein oszillierender Lichtpuls im Resona-
tor. Die Repetitionsrate der Lichtpulse ist hierbei durch die Resonatorausdehnung
bestimmt zu 82MHz. Je mehr Frequenzen in der Superposition enthalten sind,
desto kürzer können die Laserpulse sein. Dieses Verfahren zur Erzeugung ultra-
kurzer Laserpulse wird als Modenkopplung (engl.: mode locking) bezeichnet. Die
Zentralwellenlänge des emittierten Frequenzkamms kann zwischen 720nm und
850nm variiert werden. Im Rahmen dieser Arbeit wird eine Zentralwellenlänge
von λ= 810nm bei einer mittleren Ausgangsleistung von 1W verwendet.
Das Emissionsspektrum der verwendeten Laserstrahlung ist in Abbildung 2.2 dar-
gestellt. Die spektrale Halbwertsbreite lässt sich durch die Anpassung eines qua-
dratischen Sekans-Hyperbolicus zu ∆λ = 15,4nm bestimmen [33]. Das Spek-
trum des Frequenzkamms ist über die Fourier-Transformation mit der zeitlichen
Pulsform verbunden. Mit der Frequenzbandbreite ∆ν (≈ ∆λ cλ−2) lässt sich die
zeitliche Halbwertsbreite eines Fourier-limitierten Pulses ∆tTBP über das Zeit-
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Abbildung 2.3: Aufbau des kollinearen, untergrundbehafteten Michelson-Interferometers
zur Messung der Autokorrelation der Laserpulse. Folgende Abkürzungen wurden zur Be-
zeichnung der Optiken verwandt: M1 und M2 (Dielektrische Breitbandspiegel, Thorlabs,
BB1-E03), ST (Strahlteiler, Qioptiq, G344203000), L (Linse, Thorlabs, LB1945-B), BBO (Beta-
Bariumborat-Kristall, Döhrer Elektrooptik, Schnittwinkel θ = 28,9◦, SHG Typ I, Dicke
300µm), F (Farbglasfilter, Thorlabs, FGB37M), PD (Photodiode, Thorlabs, SM05PD1A),
Bandbreiten-Produkt (engl.: time-bandwidth product, TBP) [34]
∆tTBP ·∆ν = 0,315 (2.1)
zu ∆tTBP = 44,9 fs berechnen. Der numerische Wert 0,315 gilt hierbei für einen
Laserpuls, dessen Form durch einen quadratischen Sekans-Hyperbolicus beschrie-
ben wird [33]. Diese Pulsdauer ∆tTBP stellt das theoretische Minimum für das ge-
gebene Emissionsspektrum dar. Dieser Wert wird erreicht, wenn alle Frequenzen
des Frequenzkamms sich synchron und ohne zusätzlichen Phasen- oder Frequenz-
Jitter überlagern. Die reale Pulsdauer nach dem Laserresonator und nach dem
Mikroskop wurde jeweils mittels einer Autokorrelationsmessung ermittelt. Da-
zu wurde ein linearer, untergrundbehafteter Michelson-Interferometer aufgebaut
(siehe Abbildung 2.3). Hierbei werden zwei Teilstrahlen in einem frequenzver-
doppelnden Kristall (BBO) überlagert. Durch Änderung der geometrischen Weg-
länge einer der beiden Teilstrahlen werden die Laserpulse relativ zueinander ver-
zögert. Die Intensität der dabei emittierten, frequenzverdoppelten Strahlung ist in
Abbildung 2.4 gegen die Pulsverschiebung der Laserpulse aufgetragen. Die Sub-
struktur der Datenpunkte zeigt deutlich die durch die mit der Wellenlänge os-
zillierende Phase bedingte Interferenz. Durch Anpassung an eine quadratischen
Sekans-Hyperbolicus-Funktion lässt sich die Halbwertsbreite der Autokorrelati-
on nach dem Laserresonator zu ∆tAC, Laser = 112 fs und nach dem Mikroskop zu
∆tAC, Mik = 215 fs bestimmen. Der Autokorrelationsverlauf SAC(t) wird durch die
Faltung der Intensitätseinhüllenden (quadratische Sekans-Hyperbolicus-Funktion
Sech2) mit sich selbst beschrieben:
SAC(t) =
∞∫
−∞
Sech2(τ) · Sech2(t −τ)dτ. (2.2)
Dadurch ergibt sich ein Verhältnis der Halbwertsbreiten des Autokorrelationsver-
laufs ∆tAC,Laser zur Halbwertsbreite der Intensitätseinhüllenden ∆tLaser von 1,54
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Abbildung 2.4: Autokorrelationsverlauf SAC(t) des Titan:Saphir-Lasersystems. (links) Direkt
nach dem Laserresonator (rechts) nach dem Mikroskop. Die Daten (blaue Punkte) wurden
mit einem kollinearen Autokorrelator (siehe Abbildung 2.3) aufgenommen. Die grün ge-
strichelte Kurve zeigt den mittels eines 100pt-FFT-Tiefpassfilters geglätteten Verlauf. Der
rote Verlauf stellt die Anpassung einer quadratischen Sekans-Hyperbolicus-Funktion dar.
Die Pulsdauer nach dem Laserresonator liegt innerhalb der Spezifikation von < 80 fs [33].
Aufgrund einer geringen Laufungenauigkeit bei der Verschiebung wird der theoretisch er-
reichbare Kontrast von 1:8 nicht erreicht. Zudem bedingt der Kondensor ein ungleichförmi-
ges Strahlprofil in der Messung des rechten Graphen. Relevante Parameter der Messung
(links): Abtastrate (4kHz), Verschiebegeschwindigkeit (8,9407µm/s). Relevante Parame-
ter der Messung (rechts): Abtastrate (12kHz), Verschiebegeschwindigkeit (178,814µm/s).
[35]. Die gemessenen Pulsdauern resultieren damit zu ∆tLaser = 72,7 fs hinter dem
Laserresonator und ∆tMik = 139,6 fs nach dem Mikroskop. Die Pulslängen sind
jeweils größer als das Fourier-Limit. Dies ist auf eine Frequenzmodulation inner-
halb des zeitlichen Pulsverlaufs zurückzuführen. Diese Modulation erfährt der Puls
durch Gruppengeschwindigkeitsdispersion (engl. group velocity dispersion, GVD)
innerhalb der Optiken der Strahlengänge. Die durch die GVD verbreiterte Puls-
dauer ∆tGVD ergibt sich durch [36]
∆tGVD =∆tTBP
s
1+

4 · ln2 ·GVD · zopt
∆t2TBP
2
. (2.3)
Berücksichtigt man alle optischen Komponenten im Strahlengang des Mikroskops
und des Interferometers, erhält man eine Gesamtsubstratdicke von etwa 5 cm,
die von der Laserstrahlung bei der Autokorrelationsmessung nach dem Mikro-
skop durchlaufen wird. Dadurch wäre gemäß Gleichung (2.3) eine Pulsdauer von
∆tGVD = 142 fs nach dem Mikroskop zu erwarten (Für Quarzglas und BK7-Glas
typische GVD = 437 fs2/cm [36]). Dieser Wert stimmt gut mit der gemessenen
Pulsdauer nach dem Mikroskop ∆tMik = 139,6 fs überein.
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2.2 Dreidimensionale Fokuspositionierung
Um die Struktur einer Probe mittels eines nichtlinear optischen Mikroskops zu
vermessen, ist es nötig Probe und Laserfokus relativ zueinander zu bewegen. Am
einfachsten ist dies erreichbar, indem die Probe auf einen dreiachsigen Linearver-
schiebetisch montiert wird. Diese Methode hat zwei Nachteile: Zum einen ist auf-
grund der Masse der Probe und des Linearverschiebetisch der Positioniervorgang
träge. Zum anderen wird durch die Bewegung der Probe eine Dynamik in das zu
untersuchende System gebracht. Eine solche Dynamik kann das zu untersuchende
System stören. Um diese Nachteile zu umgehen, wurde im aufgebauten Mikro-
skop statt der Probenbewegung eine dreidimensionale Variation der Position des
Laserfokus realisiert. Hierzu wird die Laserstrahlung mit zwei rotierbaren Spie-
geln abgelenkt und mittels eines Teleskopaufbaus auf das fokussierende Objektiv
abgebildet. Die Elemente der Fokuspositionierung werden im Folgenden näher er-
läutert.
Mittels eines zweidimensionalen Galvo-Scanners (Nutfield Technology, OFH-5)
kann der Laserstrahl in den transversalen Achsen abgelenkt werden. Ein zweidi-
mensionaler Galvo-Scanner besteht aus zwei zueinander orthogonalen Spiegeln,
welche um ihre Längsachse drehbar gelagert sind. Durch Variation des Stroms
durch eine Spule in der Spiegelhalterung wird die Orientierung des Spiegels, wel-
cher an einen Permanentmagneten gekoppelt ist, kontrolliert. Eine schematische
Darstellung einer Strahlablenkung in einer Dimension ist in Abbildung 2.5 ge-
zeigt. Aufgrund der Ablenkung verlässt der Strahl die optische Achse. Um die
Abweichung von der optischen Achse zu kompensieren, wird ein Teleskop in 4 f -
Konfiguration verwendet (siehe Abbildung 2.6). Hierbei steht der Galvo-Scanner
im Fokus der ersten Teleskoplinse L1. Die zweite Teleskoplinse L2 ist im Abstand
der Summe der beiden Brennweiten f1 und f2 positioniert. Im Fokus der zweiten
Abbildung 2.5: Eindimensionale Strahlablenkung mit einem Galvo-Scanner. Die Ablenkung
in der zweiten Dimension ist nicht dargestellt. Der Laserstrahl wird von links in den Scan-
ner eingekoppelt. Der mit durchgezogenen Linien dargestellte Strahlengang definiert die
Ruhelage und die optische Achse. Exemplarisch ist ein abgelenkter Strahl gestrichelt ein-
gezeichnet.
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Abbildung 2.6: Teleskop in 4 f -Konfiguration. Der von links kommende Laserstrahl mit ei-
nem Winkel θ zur optischen Achse hat einen Durchmesser D und wird durch das Teleskop
auf die optische Achse abgebildet. Der Laser bleibt auch nach dem Teleskop kollimiert
und besitzt eine transversale Ausdehnung von Dobj.
Teleskoplinse L2 befindet sich der kollimierte Strahl für alle Ablenkwinkel θ auf
der optischen Achse. Die Propagationsrichtung des Laserstrahls ändert sich durch
das Teleskop von einem Winkel θ zu einem Winkel θobj. Dieser Winkel θobj ist
gegeben durch [28]
θobj =− f1f2θ . (2.4)
Zudem ändert sich der Strahldurchmesser von D zu
Dobj =
f2
f1
D . (2.5)
Somit wird der vom Galvo-Scanner um den Winkel θ abgelenkte Laserstrahl durch
das Teleskop auf die optische Achse abgebildet. Für das nichtlinear optische Mikro-
skop wurden Linsen der Brennweite f1 = 100mm und f2 = 300mm gewählt. Die
beiden Linsen haben eine freie Apertur von 50,8mm, um große Ablenkungen des
Galvo-Scanners zu erlauben. Durch die gegebenen Brennweiten wird der Strahl
um das Dreifache aufgeweitet. Positioniert man im Brennpunkt hinter der zweiten
Teleskoplinse ein Objektiv zur Strahlfokussierung, so führt die Strahlaufweitung
zu einer vollen Ausleuchtung dessen freier Apertur. Die volle Ausleuchtung garan-
tiert eine möglichst starke Fokussierung. Durch das Teleskop wird das Objektiv
stets zentrisch mit einem Einfallswinkel von θobj getroffen. Abbildung 2.7 stellt
diesen Fall graphisch dar.
Der Winkel θobj führt zu einem transversalen Versatz δx des Fokus in der Fokal-
ebene. Dieser Versatz berechnet sich zu [22]
δx = fobj arctanθobj , (2.6)
wobei fobj für die Brennweite des Objektivs steht. Hier wurde nur die Ablenkung in
einer Achse beschrieben, kann aber für beide transversale Achsen verallgemeinert
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Abbildung 2.7: Der von links unter dem Winkel θobj einfallende Strahl trifft das Objektiv
zentrisch. Das Objektiv ist als dünne Linse dargestellt. Der Winkel θobj führt zu einem trans-
versalen Versatz δx des Fokus in der Fokalebene.
werden. Somit ist die Fokusposition in den beiden transversalen Achsen x und y
kontrollierbar. An dieser Stelle wurde der Effekt der Bildfeldwölbung vernachläs-
sigt. Bei der Bildfeldwölbung wird die Fokalebene aufgrund der vom Einfallswin-
kel abhängigen Lichtbrechung im Objektiv zu einer gekrümmten Fläche [22, 26].
Um trotz der Bildfeldwölbung eine transversal verlaufende Fläche zu vermessen,
muss die Position des Laserfokus entlang der optischen Achse verändert werden.
Dies wird durch einen motorisierten Linearverschiebetisch (Zaber Technologies,
T-LSM025A), auf dem das Objektiv montiert ist, ermöglicht. Verglichen mit der
Brennweite der zweiten Teleskoplinse f2 = 300mm sind die typischerweise zu un-
tersuchenden Probenausdehnungen von wenigen 100µm verschwindend gering.
Daher kann die Dejustierung des Systems durch die longitudinale Bewegung des
Objektivs vernachlässigt werden.
Mit dem beschriebenen Aufbau ist eine dreidimensionale Positionierung des Fokus
innerhalb der Probe möglich, ohne die Probe durch Bewegung verursachte Dyna-
mik zu stören. Bei dem typischerweise verwendeten Objektiv (Zeiss, 46 04 08, 10x
/ NAF = 0,22) kann der Fokus in einem Gebiet von 1300µm×1300µm×3470µm
mit minimaler Schrittweite von 0,066µm× 0,066µm× 0,048µm bewegt werden.
In der transversalen Richtung wird der Bereich durch die Apertur der ersten Te-
leskoplinse limitiert. Dieser Bereich kann durch eine zusätzliche Verschiebung der
Probe erweitert werden. In longitudinaler Richtung ergibt sich die Beschränkung
durch den Arbeitsabstand des Objektivs. Verglichen mit der typischen Fokusaus-
dehnung (transversal gegeben durch die Strahltaille w0 (1/e
2-Radius im Beu-
gungslimit mit Brechungsindex n= 1) [37]
w0 =
λ
p
1− (NAF)2
pi · NAF = 1,14µm (2.7)
und longitudinal gegeben durch die Rayleigh-Länge z˜ = 5µm gemäß Gleichung
(1.23)) sind die minimalen Schrittweiten so fein, dass die Genauigkeit des Systems
durch die Ausdehnung des Laserfokus festgelegt wird.
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2.3 Separation und Detektion harmonischer Frequen-
zen
Variiert man die Fokusposition in einer heterogenen Probe und überlappt den Fo-
kus mit einer Grenzschicht, führt dies zur Emission von frequenzvervielfachter
Strahlung. Die harmonischen Frequenzen können spektral von der fundamenta-
len Strahlung getrennt werden. Dazu werden dichroitische Spiegel und Interfe-
renzfilter verwendet. Der Aufbau ist in Abbildung 2.8 dargestellt. Hierbei tritt die
fokussierte Laserstrahlung von unten in die Probe ein. Das aus der Probe austre-
tende Licht ist divergent und wird von einem Kondensor (Qioptiq, G063011000,
NAK = 0,65) kollimiert. Zwei dichroitische Spiegel (HR-TH) reflektieren die Strah-
lung der dritten Harmonischen und transmittieren die zweite Harmonische sowie
die fundamentale Laserstrahlung. Vor der Detektion der dritten Harmonischen in
einem Photomultiplier (engl.: photomultiplier tube, PMT) (Hamamatsu, R5600-
U3) wird die Strahlung zusätzlich durch einen spektral schmalbandigen Interfe-
renzfilter von Untergrundstrahlung bereinigt. Analog dazu wird die Strahlung der
zweiten Harmonischen von Untergrund und fundamentaler Strahlung separiert
und in einem Photomultiplier (Hamamatsu, R7400U-02) detektiert.
Abbildung 2.8 zeigt den Strahlengang ohne Auslenkung. Wenn der Fokus in trans-
versaler Richtung ausgelenkt wird, entfernt sich auch die Strahlung im Bereich
der Separation kontinuierlich von der optischen Achse. Daher werden die Abstän-
de der optischen Elemente klein gehalten. Die Gesamtweglänge vom Kondensor
zum PMT beträgt 21 cm. Zudem führt an den Orten der Detektion die Fokussierung
der Linsen L3 und L4 zu einer Abbildung der Strahlung auf die optische Achse. Da-
durch wird auch bei maximaler Ablenkung die Strahlung vollständig detektiert.
Dies ist zur Aufnahme von quantitativ auswertbaren Bildern notwendig.
Hinter dem herausnehmbaren Strahlblockierer SB befindet sich eine Leuchtdiode
(LED). Bei ausgeschaltetem Laser dient diese LED als Lichtquelle für ein konven-
tionelles Lichtmikroskop, welches in den Aufbau integriert ist (siehe Abbildung
2.9). Dieses Lichtmikroskop dient zur Orientierung in der Probe. Das Emissionss-
pektrum der LED mit Zentralwellenlänge von 620nm liegt im Transmissionsbe-
reich der verwandten dichroitischen Spiegel. Somit beeinflussen die dichroitischen
Spiegel die Abbildung im Lichtmikroskop nicht. Abbildung 2.9 zeigt eine Prin-
zipskizze des Aufbaus. Das von der LED emittierte Licht gelangt durch den Kon-
densor in die Probe. Exemplarisch sind in Abbildung 2.9 die Strahlengänge für
zwei Strahlenbündel eingezeichnet. Die Strahlenbündel werden durch den Kon-
densor an unterschiedlichen Positionen in der Fokalebene fokussiert und durch
das Objektiv wieder kollimiert. Die parallelen Strahlenbündel werden mit einer
Linse auf einen Kamerachip abgebildet. Durch partielle Absorption bzw. Streuung
in der Probe kommt es auf dem Kamerachip zu einem bildgebenden Kontrast.
Somit erzeugt dieser integrierte Aufbau eine vergrößerte Darstellung der Probe.
Abbildung 2.10 belegt die korrekte Funktion des Durchlichtmikroskops. Sie zeigt
die Aufnahme einer Kreuzung von mikrofluidischen Kanälen, wie sie in Kapitel 4
näher diskutiert werden.
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Abbildung 2.8: Aufbau der Separation und Detektion der zweiten und dritten Harmoni-
schen. Folgende Abkürzungen wurden zur Bezeichnung der Optiken verwandt : HR-TH
(R(270nm) = 99,9%, T (405nm) > 90% und T (810nm) > 90%), HR-SH R(405nm) > 90%
und T (810nm) > 90%, HT-TH T (270nm) ≈ 30%, T (405nm) < 0,001%, T (810nm) <
0,001%, HT-SH T (405nm) ≈ 60%, T (810nm) < 0,001%, SB (Strahlblockierer), L3 und L4
(1"-Linsen mit Brennweiten von 40mm), SH-PMT und TH-PMT (Photomultiplier für die zwei-
te und dritte Harmonische) und LED (Seoul, X42182).
Abbildung 2.9: Aufbau des integrierten Lichtmikroskops. Der mit durchgezogenen Linien
dargestellte Strahlengang und der mit gestrichelten Linien dargestellte Strahlengang zei-
gen zwei Strahlbündel der LED, die in die Probe fokussiert werden. Diese Punkte werden
über das Objektiv und die Linse LCCD (Brennweite = 70mm) auf einen Kamerachip abge-
bildet und erzeugen eine vergrößerte Darstellung der Probe.
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Abbildung 2.10: Aufnahme von mikrofluidischen Kanälen mittels eines Durchlichtmikro-
skops. Die Aufnahme zeigt die Kreuzung von drei mikrofluidischen Kanälen. Die von links
kommenden Einlasskanäle führen in den beiden äußeren Kanälen Wasser und im inneren
Isopropanol. Das Flüssigkeitsgemisch fließt nach rechts durch einen Auslasskanal ab. Die
Breite des Auslasskanals ist 400µm. Die Abmessung des abgebildeten Ausschnitts beträgt
etwa 710µm× 510µm. Aufgrund des Mischvorgangs sind die Phasengrenzen nach rechts
hin immer schlechter erkennbar. Die dunklen Flecken sind auf Verunreinigungen des Ka-
merachips bzw. der Probe zurückzuführen.
2.4 Gesamtaufbau im Überblick
Abbildung 2.11 zeigt den Gesamtaufbau des Mikroskops. Zusätzlich zu den bisher
diskutierten Elementen ist eine Strahldiagnostik direkt nach dem Titan:Saphir-
Laser dargestellt. Hierbei handelt es sich um einen Laserspektrum-Analysator
(Heraeus Noblelight, E201) und um ein Laserleistungsmessgerät (Newport,
407A), die einen Teil der Laserstrahlung zur Kontrolle des Lasersystems verwen-
den. Zudem wird ein Lock-in-Verstärker (Scitec Instruments, 450DV2) zur Stei-
gerung des Signal-Rausch-Verhältnisses benutzt. Die Laserstrahlung wird durch
einen Chopper (Scitec Instruments, 310CD) mit einer Frequenz von bis zu 120
kHz moduliert. Ein Computer nimmt gemessene Intensitäten der zweiten und
dritten Harmonischen in Abhängigkeit der Fokusposition auf.
2.5 Charakterisierung des nichtlinear optischen Mikro-
skops
Dieser Abschnitt zeigt die experimentelle Überprüfung der Grenzflächenselektivi-
tät mittels des nichtlinearen Mikroskops. Durch spektrale Charakterisierung und
Untersuchung der Abhängigkeit der Signalstärke von der Laserleistung wird nach-
gewiesen, dass es sich bei der detektierten Strahlung um die zweite bzw. dritte
Harmonische handelt.
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Abbildung 2.11: Aufbau des nichtlinear optischen Mikroskops. Hierbei bezeichnen ST1
(R(810nm) ≈ 20% und T (810nm) ≈ 80%)) und ST2 (ST2 R(810nm) ≈ 50% und
T (810nm) ≈ 50%)) dielektrische Strahlteiler sowie HR-Fundamental (R(810nm) ≥ 97%)
einen dielektrischen Spiegel. Alle weiteren Elemente sind in den jeweiligen Detail-
Abbildungen 2.5 bis 2.9 aufgeführt.
2.5.1 Frequenzverdreifachung
Zunächst wird die Untersuchung des Kanals der dritten harmonischen Frequenz
diskutiert. Dazu wurde im Experiment der Fokus entlang der optischen Achse
durch eine 1mm dicke Quarzglasplatte bewegt. Die dabei gemessene, relative In-
tensität der dritten Harmonischen ist in Abbildung 2.12 aufgetragen.
In dieser Abbildung erkennt man zwei ausgeprägte Maxima bei z = 0µm und
bei z = 1005µm. Die dritte Harmonische tritt nur an den Grenzflächen zwischen
zwei Medien auf. Dies spiegeln die beiden Maxima der Ober- und Unterseite der
Quarzglasplatte wider. Die Amplituden der Maxima sind nahezu identisch, der
geringe Unterschied ist auf Absorption und Streuung in der Probe sowie auf Re-
flexion an der Oberseite der Quarzglasplatte zurückzuführen. Das Signal-Rausch-
Verhältnis berechnet sich aus der Amplitude der Signalmaxima und der maximalen
Rauschamplitude des Untergrunds zu etwa 400:1. Der Abstand der beiden Maxima
passt mit 1,005mm zur Probenstärke von 1mm. Hierbei wurde der Unterschied
zwischen geometrischer Weglänge zobj und optischer Weglänge z berücksichtigt
(siehe Abbildung 2.13).
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Abbildung 2.12: Gemessene, relative Intensität der TH aufgetragen gegen die Fokuspositi-
on entlang der z-Achse. Der Fokus wurde hierbei durch eine Quarzglasplatte bewegt. Die
z-Achse ist durch die optische Achse des Systems definiert. Die Laserstrahlung wurde mit
einem Objektiv zehnfacher Vergrößerung und einer numerischen Apertur von NAF = 0,22
fokussiert. Die Datenpunkte wurden mit einer Schrittweite von einem Mikrometer in Luft
aufgenommen. Die Unsicherheit bei der Fokuspositionierung ist geringer als die Ausdeh-
nung der Datenpunkte..
Hierbei gilt die trigonometrische Beziehung
zobj tanα= d = z tanβ . (2.8)
Dies lässt sich mit dem Brechungsgesetz von Snell [22] umformen zu
z = zobj
tanα
tanβ
= zobj
tanα
tan[arcsin(nL/nQ sinα)]
. (2.9)
In der Kleinwinkelnäherung, welche für moderat brechende Objektive (hier:
NAF = 0,22) gerechtfertigt ist, vereinfacht sich dieser Ausdruck zu
z = zobj
nQ
nL
. (2.10)
Diese Beziehung wurde in Abbildung 2.12 bereits berücksichtigt. Dadurch beträgt
der Abstand zwischen zwei Messpunkten in Luft 1µm und in Quarzglas 1,45µm.
Hierbei wurden die Brechungsindizes in Luft mit nL ≈ 1 und in Quarzglas mit
nQ ≈ 1,45 angenommen [38,39].
Abbildung 2.14 zeigt eine detailliertere Darstellung des Maximums an der Unter-
seite der Quarzglasplatte. Zudem ist eine angepasste Lorentz-Kurve dargestellt.
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Abbildung 2.13: Berechnung der optischen Weglänge z aus der geometrischen Weglänge
zobj bei der Laserfokussierung in Quarzglas. Hierbei bezeichnen nL und nQ die Brechungs-
indizes in Luft und Quarzglas. Der maximale Einfallswinkel α ist durch die numerische
Apertur NAF gemäß α= arcsin(NAF/nL) gegeben. Daraus resultiert aufgrund der Brechung
an der Probenoberfläche der kleinere Winkel β . d beschreibt den Strahlradius am Ort der
Grenzfläche.
Abbildung 2.14: Vergrößerter Ausschnitt aus Abbildung 2.12. An einem Übergang von Luft
nach Quarzglas gemessene, relative Intensität der dritten Harmonischen (schwarze Punk-
te) aufgetragen gegen die Fokusposition entlang der z-Achse. Die rote Kurve zeigt eine
angepasste Lorentz-Funktion an die Messdaten in Luft. Die Unsicherheit in der Ordinate
wird durch Abweichungen zum theoretischen Verlauf zu weniger als 5% abgeschätzt.
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Abbildung 2.15: Doppelt-logarithmische Auftragung der gemessenen, relativen Intensität
der dritten Harmonischen (TH) gegen die eingestrahlte, mittlere Laserleistung. Die Mess-
werte der Intensität der dritten Harmonischen sind als schwarze Punkte samt Fehlerbalken
eingetragen. Die rote Kurve stellt eine Anpassung der Funktion axq+ b an die Datenpunkte
dar. Die Anpassung liefert eine Potenz von q = 2,74± 0,13.
Die Anpassung erfolgte nur an die Messwerte in Luft. Die Lorentz-Kurve wur-
de hier verwendet, da diese nach Gleichung (1.21) das longitudinale Profil eines
Gauß-Strahls beschreibt. Aus der Anpassung und einem Korrekturfaktor von 1,96
(aufgrund der Potenzierung der Intensität bei der THG) lässt sich die Rayleigh-
Länge in Luft zu z˜ = 17,7µm · 1,96 = 34,7µm bestimmen. Da die Rayleigh-Länge
reziprok proportional zur Wellenlänge λQ ist und diese ebenfalls reziprok propor-
tional zum Brechungsindex nQ ist, gilt für die Rayleigh-Länge in Quarzglas
z˜Q =
piw20
λQ
=
piw20nQ
λ
= nQz˜ (2.11)
Eine Lorentz-Kurvenanpasssung an die Messwerte in Quarzglas mit dem Korrek-
turfaktor ergibt z˜Q = 24,5µm · 1,96 = 47,9µm. Das Verhältnis der beiden ermittel-
ten Rayleigh-Längen liegt mit 1,39 nahe an dem zu erwartenden Verhältnis von
nQ/nL ≈ 1,45.
Zur Verifizierung, dass es sich bei der detektierten Strahlung um frequenzverdrei-
fachtes Licht handelt, wird dessen Intensitätsabhängigkeit von der eingestrahl-
ten, mittleren Laserleistung untersucht. Hierzu wurde die Strahlung auf eine
Quarzglas-Luft-Grenzschicht fokussiert und die Laserleistung mit einem variablen
Abschwächer modifiziert. Die Datenpunkte dieser Messung sind in Abbildung 2.15
in doppelt-logarithmischer Auftragung dargestellt. Die in den Grundlagen herge-
leitete Beziehung (1.33) zeigt eine Intensitätsabhängigkeit der dritten Harmoni-
schen (TH) zur dritten Potenz der fundamentalen Laserleistung. An die Messwerte
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Abbildung 2.16: Gemessenes Spektrum der im Kanal der dritten Harmonischen detektier-
ten Strahlung. Die Messwerte sind als schwarze Punkte dargestellt. Die rote Kurve zeigt
eine an die Messwerte angepasste quadratische Sekans-Hyperbolicus-Funktion. Der ver-
wendete Gitter-Spektrometer, der die Wellenlängen selektiert, ist ein Eigenbau und hat eine
absolute Unsicherheit von wenigen Nanometern [40].
wurde eine Funktion der Form axq+b angepasst. Die Anpassung liefert einen Wert
q = 2,74± 0,13, welcher leicht unterhalb der theoretischen Erwartung von q = 3
liegt. Da in den Grundlagen dämpfende Effekte wie Brechung, Reflexion, Streu-
ung, Absorption nicht berücksichtigt wurden, bestätigt der Wert q = 2,74±0,13 die
Abhängigkeit zur dritten Potenz hinreichend gut. Somit handelt es sich um einen
nichtlinearen Effekt dritter Ordnung. Um auszuschließen, dass es sich bei der de-
tektierten Strahlung um andere Effekte dritter Ordnung wie Selbstphasenmodu-
lation, kreuzpolarisierte Wellenerzeugung, Drei-Photonen angeregte Fluoreszenz,
nichtlineare Streuprozesse oder Selbstfokussierung handelt, zeigt Abbildung 2.16
das Spektrum der detektierten Strahlung. Das Spektrum weist ein Maximum bei
268,1nm mit einer Halbwertsbreite von 7,2nm auf. Die geringe Abweichung zum
erwarteten Wert von 810/3nm = 270nm sowie der erwarteten Halbwertsbrei-
te von 15,4nm/3 = 5,1nm ist auf die Auflösung ∆λ = 2nm des verwendeten
Eigenbau-Spektrometers zurückzuführen [40].
Zusammenfassend identifizieren das gemessene Spektrum und die gezeigte Inten-
sitätsabhängigkeit die detektierte Strahlung eindeutig als die dritte Harmonische
der fokussierten Laserstrahlung. Auch die erwartete Grenzflächenselektivität wur-
de durch die Messungen bestätigt.
Die Konversionseffizienz der Frequenzverdreifachung lässt sich aus dem Verhältnis
der Pulsenergie der dritten Harmonischen zur Pulsenergie der Laserstrahlung be-
rechnen. In einer typischen Messung wird eine mittlere Laserleistung von 200mW
fokussiert. Dies führt bei einer Repetitionsrate von 82MHz zu einer Pulsenergie
von 2,5nJ. Die gemessene TH-Leistung lässt sich über die Verstärkung des Lock-
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Abbildung 2.17: An einem Beta-Bariumborat-Kristall gemessene, relative Intensität der zwei-
ten Harmonischen (SH) aufgetragen gegen die geometrische Weglänge zobj entlang der z-
Achse. Die Messpunkte wurden in einem Abstand von jeweils zwei Mikrometer zueinander
aufgenommen. Die Laserstrahlung wurde mit einem Objektiv zehnfacher Vergrößerung und
einer numerischen Apertur von NAF = 0,22 fokussiert.
In-Verstärkers, die Verstärkung des PMT, der Repetitionsrate des Lasers, die Trans-
mission des Interferenzfilters und der Quantenausbeute des PMT zu etwa 12000
erzeugten Photonen der dritten Harmonischen pro Einzelpuls (TH-Pulsenergie
≈ 9 fJ) abschätzen. Die Konversionseffizienz liegt damit in der Größenordnung
10−6.
2.5.2 Frequenzverdopplung
Die Charakterisierung des Detektionskanals der zweiten Harmonischen erfolgt
analog zum oben dargestellten Verfahren für die dritte Harmonische. In zentro-
symmetrischen Medien wie Quarzglas findet keine Frequenzverdopplung statt.
Daher wird zur Charakterisierung ein 300µm dicker Beta-Bariumborat-Kristall
(BBO) als Medium verwendet. Die Orientierung des Kristalls wurde so gewählt,
dass keine Phasenanpassung erfüllt ist. Daher entsteht die frequenzverdoppel-
te Strahlung ausreichend effizient nur an den Grenzflächen des Mediums. Um
dies zu verifizieren, wurde der Laserfokus entlang der optischen Achse durch
den Kristall bewegt. Abbildung 2.17 zeigt die dabei im Detektionskanal der fre-
quenzverdoppelten Strahlung gemessene, relative Intensität aufgetragen gegen
die geometrische Weglänge des Objektivs zobj. Wie im vorangegangenen Abschnitt
sind auch hier zwei Maxima von Probenunter- und Probenoberseite erkennbar.
Die maximale Intensität der beiden Maxima unterscheidet sich um etwa zehn
Prozent. Dies ist durch Absorption und Streuung in der Probe sowie Reflexion an
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Abbildung 2.18: Doppelt-logarithmische Auftragung der gemessenen, relativen Intensität
der zweiten Harmonischen (SH) gegen die eingestrahlte, mittlere Laserleistung. Die Mess-
werte sind als blaue Quadrate eingetragen. Die rote Kurve stellt eine Anpassung der Funk-
tion axq+ b an die Datenpunkte dar. Die Anpassung liefert eine Potenz von q = 1,86±0,05
der Oberseite zu erklären. Die Halbwertsbreite der Maxima ist mit 64µm etwa
um einen Faktor 3,6 breiter als jene der dritten Harmonischen. Dies ist nahe dem
Verbreiterungsfaktor von 3,4, der sich aus Simulationen ergibt [28]. Die Maxima
liegen so nahe beieinander, dass die gemessene Intensität zwischen den beiden
Maximalwerten nicht auf null zurückgeht. Aufgrund ihrer schmaleren Maxima ist
die dritte Harmonische besser geeignet, um die Struktur einer Probe wiederzuge-
ben.
Zum Nachweis, dass es sich bei der detektierten Strahlung um die Frequenzver-
doppelte handelt, wurde die Laserleistungsabhängigkeit des Signals sowie des-
sen Spektrum untersucht. Abbildung 2.18 zeigt in einer doppelt-logarithmischen
Darstellung das detektierte Signal aufgetragen gegen die Laserleistung. An die
Datenpunkte in Abbildung 2.18 wird eine Kurve der Form axq + b angepasst.
Die Anpassung ergibt eine Potenz von q = 1,86 ± 0,05. Dies liegt leicht unter
dem theoretisch erwarteten Wert von q = 2. Da die Theorie keinerlei Verluste
berücksichtigt wie Brechung, Reflexion, Streuung und Absorption, ist eine solche
Verminderung des experimentellen Werts zu erwarten. In Abbildung 2.19 ist das
Spektrum der detektierten Strahlung dargestellt. An die Datenpunkte wurde eine
quadratische Sekans-Hyperbolicus-Funktion angepasst. Das zentrale Maximum
liegt demnach bei 406,1nm bei einer Halbwertsbreite von 9,7nm. Der erwar-
tete Wert für die Zentralwellenlänge ist 810/2nm = 405nm und die erwartete
Halbwertsbreite beträgt 15,4nm/2 = 7,7nm. Die geringe Abweichung der expe-
rimentell ermittelten Werte ist durch die Auflösung ∆λ = 2nm des verwendeten
Eigenbau-Spektrometers bedingt [40]. Somit belegen sowohl das Spektrum als
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Abbildung 2.19: Gemessenes Spektrum der im Kanal der zweiten Harmonischen detektier-
ten Strahlung. Die Messwerte sind als blaue Quadrate dargestellt. Die rote Kurve zeigt eine
an die Messwerte angepasste, quadratische Sekans-Hyperbolicus-Funktion.
auch die Intensitätsabhängigkeit, dass es sich bei der detektierten Strahlung des
Kanals der zweiten Harmonischen um die frequenzverdoppelte Strahlung handelt.
Der Informationsgewinn durch Detektion der zweiten Harmonische wird häufig
verwendet um nicht-zentrosymmetrische Probenbestandteile zu identifizieren. In
biologischen Proben können so beispielsweise Bereiche mit Kollagen nachgewie-
sen werden [7, 41–44]. Die zusätzliche Information wird in einer abschließenden
parallelen Überprüfung der beiden Detektionskanäle der SH und TH einer hete-
rogenen Probe demonstriert. Die Probe besteht aus einem Quarzglas- und einem
BBO-Körper, welche auf einem Glasobjektträger liegen. Abbildung 2.20 (links)
und (rechts) zeigen zwei x y-Schnitte durch die Probe. Bei dem linken Bild han-
delt es sich um eine Falschfarbendarstellung der gemessenen, relativen Intensität
der dritten Harmonischen, bei dem rechten um jene der simultan dazu gemes-
senen, relativen Intensität der zweiten Harmonischen. Der Fokus wurde hierbei
über die Oberseite des Objektträgers bewegt. Die Messungen bestehen aus 10000
Datenpunkten. Die Integrationszeit des Lock-In-Verstärkers je Bildpunkt lag bei
2ms. Je nach Signal-Rausch-Verhältnis wird die Integrationszeit typischerweise
zwischen 1ms und 10ms variiert. Die Integrationszeit kann auf bis zu 1µs re-
duziert werden, allerdings ist bei diesen geringen Integrationsdauern kein gutes
Signal-Rausch-Verhältnis erreichbar. In der Darstellung der dritten Harmonischen
sind vier Bereiche erkennbar. Da die Oberseite des Objektträgers eine Grenzfläche
darstellt, wird an allen Fokuspositionen frequenzverdreifachte Strahlung erzeugt.
Aufgrund von Reflexion und Brechung wird das Signal unterhalb von vertikalen
Kanten der Körper „abgeschattet“. Im rechten Bild der zweiten Harmonischen ist
hingegen nur in dem Bereich des BBO ein hohes Signal erkennbar. Somit muss
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Abbildung 2.20: Falschfarbendarstellung der gemessenen, relativen Intensität der dritten
Harmonischen (TH) (links) und zweiten Harmonischen (SH) (rechts) in einem x y -Schnitt
der Quarzglas-BBO-Glas-Probe. Beide Aufnahmen bestehen aus 10000 äquidistanten Bild-
punkten, die innerhalb von 45 Sekunden gemessen wurden. Parameter der Messung: Ob-
jektiv (10x / NAF = 0,22), Chopperfrequenz (50kHz), mittlere Laserleistung (1W), PMT-
Spannung (THG: 0,55kV, SHG: 0,3kV), Lock-In-Einstellungen (Eingangsverstärkung (THG:
20, SHG: 20), Ausgangsverstärkung (THG: 200, SHG: 500), Integrationszeit (2ms), Zeitkon-
stante (500µs), Filter-Ordnung (1)).
sich der Quarzglaskörper im linken Bereich der Aufnahme befinden. Der Kanal
der zweiten Harmonischen ermöglicht einen weiteren Informationsgewinn und
die Zuordnung der Bereiche.
Zusammenfassend wurde das im Rahmen dieser Arbeit entstandene nichtline-
ar optische Mikroskop im Detail vorgestellt. Hierbei wurde die im Mikroskop
eingesetzte Laserstrahlung charakterisiert. Das Mikroskop zeichnet sich durch
einen in drei Dimensionen frei positionierbaren Laserfokus und durch ein in den
Strahlengang integriertes Lichtmikroskop aus. Sowohl die zweite als auch die
dritte Harmonische werden im Mikroskop detektiert. Hierbei konnte die Grenzflä-
chenselektivität der Frequenzkonversionsprozesse erfolgreich nachgewiesen und
charakterisiert werden.
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Die THM wird bereits seit mehr als zehn Jahren erfolgreich vor allem in biolo-
gischen Proben angewandt [5–9]. Unterstützend zur THM wird häufig auch die
SHM benutzt, um nicht-zentrosymmetrische Bereiche mikroskopisch abzubilden
und zu identifizieren [7, 45, 46]. Als prominentes Beispiel seien die Arbeiten von
Olivier et al. zur dreidimensionalen Beobachtung von Zellteilungszyklen in Zebra-
fischembryos genannt. Diese Untersuchungen wurden durchgeführt ohne das sen-
sible System durch Farbstoffe oder Energieeinträge zu stören [7]. Hierbei wurde
die Struktur der Probe – Zellmembranen, Zellkerne, etc. – durch die THM abge-
bildet. Die SHM zeigt eine starke Abhängigkeit vom jeweiligen Prozess der Mitose
und erreicht ihr Maximum in der Telophase (der Zellkernteilung). Damit dient die
SHM hier als Maß für die Kinetik der Zellteilung.
Auch in vielen weiteren Forschungsfeldern wie der Chemie [10,11], der Material-
wissenschaft [12, 13] oder der Bioanalyse [3, 41] hat vor allem die THM zahlrei-
che Anwendungen gefunden. Umso überraschender ist, dass viele Details der THM
und SHM noch nicht untersucht bzw. verstanden sind. In einigen wissenschaftli-
chen Publikationen konnten keine Grenzflächen, die parallel zur optischen Achse
verlaufen, detektiert werden [47–49]. Allerdings sagen die numerischen Simula-
tionen von Cheng et al. und Olivier et al. die Emission von frequenzverdreifachter
Strahlung auch an parallel zur optischen Achse ausgerichteten Grenzflächen vor-
her [21, 50]. Die beiden Simulationen widersprechen sich jedoch bezüglich des
Vorzeichens der Intensitätsänderung. Ferner zeigen Olivier et al. zweidimensio-
nale Abstrahlcharakteristika für parallel und orthogonal zur optischen Achse ver-
laufende Grenzflächen. Diese Simulationen wurden bisher weder experimentell
bestätigt noch widerlegt. Dabei ist die Abstrahlcharakteristik unter anderem für
die Wahl eines geeigneten Kondensors ausreichend großer numerischer Apertur
zur Kollimation der frequenzkonvertierten Strahlung von entscheidender Bedeu-
tung.
Zudem ist der Einfluss der Grenzflächenorientierung bezüglich der Laserpolarisati-
on ebenfalls nicht vollständig geklärt. Oron et al. zeigten, dass in isotropen Medien
bei zirkular polarisierter Fundamentalstrahlung keine messbare Frequenzverdrei-
fachung stattfindet [51]. Weiter stellten Schwartz et al. fest, dass die Polarisation
der frequenzkonvertierten Strahlung linear und parallel zur linearen Polarisati-
on der Fundamentalstrahlung ist [52]. Die Orientierung der linearen Polarisati-
on des eingestrahlten Lasers hat bei Grenzflächen orthogonal zur Laserpropaga-
tionsrichtung keinen Einfluss auf die Effizienz der Frequenzkonversion [53]. In
numerischen Berechnungen wurde für Grenzflächen parallel zur optischen Achse
ein deutlicher Einfluss der Grenzflächenorientierung zur linearen Laserpolarisa-
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tion vorhergesagt [50]. Diese Berechnungen wurden bisher nicht experimentell
verifiziert.
Die diskutierten Abhängigkeiten und Einflüsse auf die Frequenzkonversion sind
für die korrekte Interpretation und Optimierung von SHM- und THM-Aufnahmen
relevant. Daher werden die systematische Untersuchung und Charakterisierung
der relevanten Abstrahlungs-Eigenschaften der SHM und THM in den folgenden
Abschnitten vorgestellt. Die Untersuchungen werden an einer zylindrischen Probe
durchgeführt, welche sich aufgrund ihrer Rotationssymmetrie für systematische
Untersuchungen besonders gut eignet. Dieses Kapitel ist in drei Abschnitte unter-
teilt. Im ersten Abschnitt wird die Probe vorgestellt und die Abbildung mittels der
SHM und THM gezeigt. Der darauf folgende Abschnitt beschäftigt sich mit Mes-
sungen bei der Orientierung der Probensymmetrieachse orthogonal zur optischen
Achse. Diese Konfiguration erlaubt eine systematische Variation der Neigungen
der Manteloberfläche und ermöglicht so eine systematische Untersuchung dessen
Einfluss auf die Frequenzverdopplung bzw. -verdreifachung. Der letzte Abschnitt
handelt von Messungen der THM und SHM an der parallel zur Strahlachse ausge-
richteten Probe. Damit variiert der Schnittwinkel zwischen der Laserpolarisation
und der Manteloberfläche kontinuierlich, sodass dessen Einfluss auf die SHM bzw.
THM studiert werden kann.1
3.1 Dreidimensionale Vermessung der Probe
Bei den im Folgenden vorgestellten Experimenten wird eine Quarzglaskapillare
(Qsil, DA1.8DI0.15) als Probe verwendet. Die Kapillare weist einen Außendurch-
messer von 1,8mm und einen Innendurchmesser von 0,2mm auf (siehe Abbil-
dung 3.3). Zur Vermeidung störender Effekte durch Brechung und Reflexion wird
die Kapillare an allen Grenzflächen von einem Immersionsöl mit angepassten Bre-
chungsindex (Cargille, 50350) umgeben. Diese vollständig transparente, hetero-
gene Probe mit homogenem Brechungsindex kann durch Methoden der linearen
Mikroskopie nicht abgebildet werden. Abbildung 3.1 zeigt Fotografien der Kapilla-
re, welche sich in einem Bad aus Wasser (unten), darauf schwimmenden Immer-
sionsöl (mitte) und darüber liegender Luft (oben) befindet. Während im Wasser
noch die Konturen der Kapillare sichtbar sind, verschwindet die Kontur im Bereich
des Immersionsöls. Auf dem linken Foto befindet sich Luft in der Kapillare, so-
dass der innere Hohlraum aufgrund der stattfindenden Brechung erkennbar ist.
Im rechten Bild ist (wie auch in den folgenden Messungen) der Innenraum mit
Immersionsöl gefüllt, sodass die Kapillare komplett verschwindet.
Wird der Laserfokus in allen drei Raumrichtungen durch die Probe bewegt und
die dabei emittierte Leistung der zweiten bzw. dritten Harmonischen detektiert,
so erhält man eine dreidimensionale Rekonstruktion der Probenstruktur. Eine sol-
che Rekonstruktion ist für die Messung der Frequenzverdoppelten in Abbildung
3.2 (links) und für die Frequenzverdreifachte in Abbildung 3.2 (rechts) darge-
stellt. Hierbei wurden benachbarte Orte mit Messwerten oberhalb einer gewählten
1Teile der Ergebnisse dieses Kapitels sind im Rahmen der Masterarbeit von Christian Wenski
entstanden, welche vom Autor mit betreut wurde [54].
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Abbildung 3.1: Fotografien der in einen Messzylinder (Wasser, Immersionsöl, Luft) einge-
tauchten Quarzglaskapillare. (links) Kapillare mit Luft gefüllt. (rechts) Kapillare mit Immer-
sionsöl gefüllt.
Abbildung 3.2: Abbildung der Kapillare im Immersionsöl mittels SHM und THM. Vermes-
sung der Grenzfläche zwischen dem Immersionsöl innen und der Quarzglaskapillare au-
ßen. Die Visualisierung der SHM-Messwerte (links) und der THM-Messwerte (rechts). Die
Messungen bestehen aus jeweils 125× 125× 65 Messwerten. Der gemessene Bereich hat
eine Ausdehnung von jeweils 250µm×250µm×130µm. Die Symmetrieachse der Kapilla-
re ist entlang der z-Achse orientiert, die Polarisation des Lasers entlang der x -Achse. Die
Punkte innerhalb der Kapillaren sind auf Schwebstoffe zurückzuführen. Parameter der Mes-
sung: Objektiv (10x / NAF = 0,22), Chopperfrequenz (50kHz), mittlere Laserleistung (1W),
PMT-Spannung (THG: 0,35kV, SHG: 0,6kV), Lock-In-Einstellungen (Eingangsverstärkung
(THG: 20, SHG: 20), Ausgangsverstärkung (THG: 150, SHG: 650), Integrationszeit (4ms),
Zeitkonstante (500µs), Filter-Ordnung (1)).
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Schwelle miteinander verbunden. Dies wurde mit einem Algorithmus zur Visuali-
sierung von Kernspintomographieaufnahmen durchgeführt (ImageJ, 3D-Viewer).
Die Messung erfolgte über den zentralen Bereich der Kapillare und zeigt den mit
Immersionsöl gefüllten Kapillarinnenraum. In beiden Abbildungen 3.2 (links) und
(rechts) erkennt man daher klar die Grenzfläche zwischen dem Quarzglas (au-
ßen) und dem Immersionsöl (innen). Das Signal-Rausch-Verhältnis ist in der THM-
Aufnahme gegenüber der SHM-Aufnahme deutlich erhöht. Aus den gemessenen
Signalen ergibt sich, dass etwa 250-mal mehr Photonen der dritten Harmonischen
erzeugt werden als Photonen der zweiten Harmonischen. Grund dafür ist, dass
es sich bei Quarzglas und dem Immersionsöl prinzipiell um zentrosymmetrische
Medien handelt und somit die nichtlineare Suszeptibilität zweiter Ordnung ver-
schwindet (siehe Abschnitt 1.1). Daher findet im Allgemeinen keine Frequenzver-
dopplung statt. Da das amorphe Quarzglas innerhalb kleiner Bereiche eine Nah-
feldordnung aufweist, kann eine schwache Frequenzverdopplung gemessen wer-
den [55]. Die beiden Abbildungen demonstrieren durch die scharfe dreidimen-
sionale Darstellung der transparenten Probe mit homogenem Brechungsindex das
Potential der nichtlinear optischen Mikroskopie.
3.2 Abhängigkeit der Frequenzkonversion von der
Oberflächenneigung
3.2.1 Intensität und räumliche Auflösung der Frequenzkonversion
In diesem Abschnitt werden Messungen vorgestellt, die den Einfluss der Grenzflä-
chenneigung bezüglich der optischen Achse auf die Intensität und die räumliche
Auflösung in der SHM und THM systematisch untersuchen. Abbildung 3.3 zeigt die
gewählte Geometrie der Messungen. Die Symmetrieachse der Kapillare ist entlang
der y-Achse ausgerichtet. Die Propagationsrichtung des Lichts verläuft kollinear
zur z-Achse.
Abbildung 3.3: Geometrie und Orientierung der Messung zum Einfluss der Grenzflächen-
neigung auf die Frequenzkonversion.
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Abbildung 3.4: THM-Aufnahme eines lateralen Schnitts in der xz-Ebene durch die Ka-
pillare in Falschfarbendarstellung. Die Symmetrieachse der Kapillare ist hierbei entlang
der y -Achse orientiert. Die Aufnahme besteht aus 920 × 1026 Messwerten. Rechts und
oberhalb des Graphen sind exemplarisch Schnitte entlang der horizontalen bzw. vertika-
len gelben Linie dargestellt. Die geringe Asymmetrie der Signalamplitude entlang der x -
Achse ist typisch für eine Aufnahme mit einem Galvo-Scanner, stört aber die Diskussion
der Daten nicht. Parameter der Messung: Objektiv (10x / NAF = 0,22), Chopperfrequenz
(50kHz), mittlere Laserleistung (1W), THG-PMT-Spannung (0,35kV), Lock-In-Einstellungen
(Eingangsverstärkung (20), Ausgangsverstärkung (150), Integrationszeit (4ms), Zeitkon-
stante (500µs), Filter-Ordnung (1)).
Abbildung 3.4 zeigt einen xz-Querschnitt der THM-Aufnahme in Falschfarbendar-
stellung. Die Grenzfläche zwischen dem Immersionsöl innen und dem Quarzglas
außen hebt sich vom blauen Untergrund deutlich ab. Die verschiedenen Grenzflä-
chenneigungen werden durch den Winkel θ zwischen der optischen Achse und der
Normalen der Grenzfläche beschrieben. Die Halbwertsbreite der Intensität entlang
der Oberflächennormalen nimmt dabei mit wachsendem Winkel θ von 28µm für
transversal verlaufende Grenzflächen zu 2µm für longitudinal verlaufende Grenz-
flächen monoton ab. Gleichzeitig nimmt die maximale Intensität kontinuierlich
zu. Die Maximalintensität bei θ = pi/2 steigt hierbei gegenüber der Maximalin-
tensität bei θ = 0 um einen Faktor von 1,9 an. Eine analoge Beschreibung gilt für
die SHM-Aufnahme in Abbildung 3.5, welche sich aufgrund des schlechten Signal-
Rausch-Verhältnisses für kleine Winkel θ nicht vom Untergrund abhebt.
Die beobachteten Effekte sind auf die Form des Laserfokus zurückzuführen. Dieser
weist eine in longitudinaler Richtung größere Ausdehnung auf als in den symme-
trischen, transversalen Achsen (Zigarrenform). Zur Analyse der räumlichen Auf-
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Abbildung 3.5: SHM-Aufnahme eines lateralen Schnitts in der xz-Ebene durch die Kapil-
lare in Falschfarbendarstellung. Die Symmetrieachse der Kapillare ist hierbei entlang der
y -Achse orientiert. Die Aufnahme besteht aus 920× 1026 Messwerten. Rechts und oberhalb
des Graphen sind exemplarisch Schnitte entlang der horizontalen bzw. vertikalen gelben
Linie dargestellt. Parameter der Messung: Objektiv (10x / NAF = 0,22), Chopperfrequenz
(50kHz), mittlere Laserleistung (1W), SHG-PMT-Spannung (0,7kV), Lock-In-Einstellungen
(Eingangsverstärkung (20), Ausgangsverstärkung (650), Integrationszeit (4ms), Zeitkon-
stante (500µs), Filter-Ordnung (1)).
lösung ist in Abbildung 3.6 (links) die Halbwertsbreite (FWHM) der radialen TH-
Intensitätsverläufe gegen den Winkel θ aufgetragen. Die Halbwertsbreite wurde
jeweils über die Anpassung einer Gauß-Kurve an den Intensitätsverlauf eines ra-
dialen Schnitts ermittelt. Neben den Messwerten wurde die Funktion [56]
d˜(θ) = 2
p
a2+ (1− cos2 θ)b2 (3.1)
mit der kleinen Halbachse a = 2µm
2
und der großen Halbachse b = 28µm
2
in den
Graph eingezeichnet. Diese Funktion beschreibt die Schnittlänge d˜(θ) einer Ellip-
se mit einer Gerade mit dem Winkel θ zur optischen Achse (siehe Abbildung 3.6
(rechts)). Da die Kurve der Funktion d˜(θ) gut mit der Messung übereinstimmt,
unterstützt dies die Annahme eines typischen, zigarrenförmigen Fokusvolumens.
Die beobachtete erhöhte Maximalintensität für longitudinale Grenzflächen ergibt
sich durch einen größeren räumlichen Überlapp von Grenzfläche und dem zigar-
renförmigen Fokusvolumen und der damit einhergehenden größeren Anzahl emit-
tierender Moleküle [57].
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Abbildung 3.6: (links) Halbwertsbreite (schwarze Punkte) der radialen TH-
Intensitätsverläufe aus Abbildung 3.4 gegen den Winkel θ aufgetragen. Die rote Kurve
zeigt die Schnittlänge d˜(θ) mit einer Ellipse der Halbachsen a = 2µm
2
und b = 28µm
2
nach
Gleichung (3.1). (rechts) Schematische Darstellung der Schnittlänge d˜(θ) einer Ellipse mit
einer Gerade mit dem Winkel θ zur optischen Achse.
Die Fokusausdehnung und deren Einfluss lassen sich auch an einer weiteren Mes-
sung demonstrieren. Hier wurden sphärische Silikatpartikel (Micromod Partikel-
technologie, sicastar 43-00-202) mit einem Durchmesser von 200nm auf einer
Glasoberfläche vermessen. Abbildung 3.7 zeigt die dreidimensionale Rekonstruk-
tion der Probe. In Blau sind die Daten der THM dargestellt und in Grün die der
SHM. Der blaue Quader spiegelt die Objektträgeroberfläche im Messbereich wi-
der. Die grüne zigarrenförmige Struktur ist auf die Nanopartikel zurückzuführen.
Wie bereits in Kapitel 2 beschrieben, ist die axiale Auflösung in der THM bes-
ser als in der SHM. Da die Nanopartikel im Gegensatz zum Quarzglas ein hohes
Signal in der SHM zeigen und mit 200nm deutlich kleiner sind als die Fokus-
ausdehnung, dient der dreidimensionale SHM-Intensitätsverlauf als Maß für das
Fokusvolumen. Auch hier zeigt sich die deutlich die Verbreiterung des Signalver-
laufs in longitudinaler Richtung. Berücksichtigt man die Änderung des Lorentz-
und Gauß-Profils durch die Nichtlinearität der Prozesse, so lässt sich auf die trans-
versale und longitudinale Ausdehnung des fundamentalen Laserfokus schließen.
Die grün gepunktete Linie in Abbildung 3.8 zeigt die mit den experimentell be-
stimmten Werten der SHM-Aufnahme der Nanopartikel gemäß Gleichung (1.22)
berechnete Ausdehnung des fokussierten Lasers. Die blau gestrichelte Kurve wur-
de aus den Werten der THM-Messung an der Quarzglaskapillare ermittelt. Zum
Vergleich wurde das Beugungslimit gemäß [37]
w0 =
λ
p
1− (NAF/n)2
piNAF/n
(3.2)
aus der numerischen Apertur NAF der Fokussierung und dem Brechungsindex n
berechnet. Der damit theoretisch zu erwartende Verlauf der Strahlausdehnung mit
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Abbildung 3.7: Dreidimensionale Rekonstruktion der SHM- und THM-Daten von Nanoparti-
keln auf einem Objektträger. Benachbarte Orte mit Messwerten oberhalb einer gewählten
Schwelle wurden durch einen Algorithmus zur Visualisierung von Kernspintomographieauf-
nahmen verbunden. Die SHM-Messwerte sind in Grün und die THM-Messwerte in Blau dar-
gestellt. Die Messungen bestehen aus jeweils 100× 100× 30 Messwerten. Der gemessene
Bereich hat eine Ausdehnung von jeweils 10µm×10µm×60µm. Parameter der Messung:
Objektiv (10 / NAF = 0,22), Chopperfrequenz (20kHz), mittlere Laserleistung (1W), PMT-
Spannung (THG: 0,5kV, SHG: 0,6kV), Lock-In-Einstellungen (Eingangsverstärkung (THG:
20, SHG: 20), Ausgangsverstärkung (THG: 150, SHG: 650), Integrationszeit (4ms), Zeitkon-
stante (500µs), Filter-Ordnung (1)).
den Gleichungen (1.23) und (1.22) bestimmt (rote Kurve in Abbildung 3.8). Zu-
dem wurde die reale Ausdehnung des fokussierten Lasers mit der Knife-Edge Me-
thode vermessen. Hierbei wird eine Metallklinge an vielen longitudinalen Positio-
nen transversal durch den fokussierten Laserstrahl bewegt. Aus dem während der
Bewegung detektierten Leistungsverlauf hinter der Klinge lässt sich der jeweilige
Strahldurchmesser bestimmen. Ein Vergleich der Graphen in Abbildung 3.8 zeigt,
dass die Messungen der Knife-Edge Methode gut mit dem theoretischen Verlauf
übereinstimmen. Lediglich im Bereich des Fokus werden größere Ausdehnungen
gegenüber dem Beugungslimit gemessen. Diese Diskrepanz ist aufgrund verschie-
dener Abbildungsfehler (chromatisch, sphärisch, etc.) des Objektivs zu erwarten.
Die Verläufe der aus den Messungen der SHM und THM liegen ebenfalls in der zu
erwartenden Größenordnung. Die gegenüber den anderen beiden Verläufen ge-
ringere Divergenz ist durch den wesentlich größeren Brechungsindex des umge-
benden Mediums bedingt. Insgesamt kann die reale, räumliche Ausdehnung des
Laserfokus im jeweiligen Medium leicht aus den Daten der SHM (Nanopartikel
auf Objektträger: transversale FWHM 2µm) und der THM (Quarzglaskapillare in
Immersionsöl: transversale FWHM 3,4µm) abgeschätzt werden (siehe Abbildung
3.8).
Während die räumliche Auflösung der THM sich ähnlich verhält wie in den Simu-
lationen von Cheng et al. beschrieben, ist die Frequenzkonversion an parallel zur
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Abbildung 3.8: Transversale Ausdehnung des fundamentalen Laserfokus entlang der op-
tischen Achse. Sowohl die Daten der Knife-Edge Methode als auch die des theoretischen
Verlaufs gelten für Luft als umgebendes Medium (n = 1). Parameter der Knife-Edge Mes-
sung: Objektiv (10x / NAF = 0,22), mittlere Laserleistung (0,1W), Photodiode (Thorlabs,
SM05PD1A), Stromverstärker (Femto, DLCPA-200, Verstärkung: 10000), Schrittweite (trans-
versal: 0,017µm, longitudinal: 2µm).
optischen Achse verlaufenden Grenzschichten stärker als an Grenzschichten ortho-
gonal dazu. Ein Grund für diese Diskrepanz könnte an der stärkeren Fokussierung
in der Simulation liegen. Cheng et al. verwendeten eine numerische Apertur von
NAF = 1,4. Aufgrund dieser stärkeren Fokussierung ist die Elliptizität des Fokus-
volumens weniger stark ausgeprägt. Verglichen mit dem Experiment ist dadurch
der räumliche Überlapp des Fokusvolumens mit einer longitudinal verlaufenden
Grenzfläche und damit die Frequenzkonversion geringer.
Die räumliche Auflösung der THM im vorliegenden Experiment ist für longitudi-
nal verlaufende Grenzschichten etwa 14-mal höher als für transversal verlaufende
Grenzflächen. Zudem ist die dabei emittierte Leistung der frequenzkonvertierten
Strahlung nahezu doppelt so intensiv.
3.2.2 Untersuchung der Abstrahlcharakteristik in der THM
In diesem Abschnitt wird die Untersuchung der Abstrahlcharakteristik der fre-
quenzverdreifachten Strahlung vorgestellt. Schins et al. untersuchten experimen-
tell das Emissionsprofil der THM senkrecht zur optischen Achse für transversal
verlaufende Grenzflächen [58]. Hierbei beobachteten sie ein zentrales Emissi-
onsmaximum, welches gegenüber dem fundamentalen Lichtfeld eine verkleinerte
Ausdehnung aufweist. Die Simulationen von Cheng et al. und Olivier et al. sa-
gen für die Emission von frequenzverdreifachter Strahlung an Grenzflächen, die
parallel zur optischen Achse verlaufen, zwei abseits der optischen Achse liegende
Maxima vorher [21, 50]. Diese Simulationen wurden bisher nicht experimentell
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verifiziert. Darüber hinaus sind keine Informationen über die Abstrahlcharakteris-
tik der THM bei Grenzflächenneigungen jenseits dieser beiden Extremfälle in der
Literatur zu finden. Dies ist ein wichtiger Aspekt für die vorgeschlagene, multi-
fokale THM [3, 59–62]. Hierbei soll die Messdauer durch Verwendung mehrerer,
gleichzeitiger, räumlich separierter Laserfokusse und einen ortsauflösenden Detek-
tor reduziert werden. Die in den Simulationen vorhergesagten nicht-zentrischen
Maxima der frequenzverdreifachten Strahlung könnten hier zu einem Überspre-
chen der in verschiedenen Fokusse erzeugten Photonen auf einem ortsauflösenden
Detektor führen. Zudem gilt bisher die empirisch gefundene Regel, dass die nu-
merische Apertur der Linse zur Detektion um einen Faktor drei kleiner sein kann
als die der Fokussierung [58]. Bei Maxima abseits der optischen Achse, wie Cheng
et al. und Olivier et al. prognostizieren, könnte diese Regel ungültig sein [21,50].
Um hier zu belastbaren Aussagen zu kommen, wurde die Abstrahlcharakteristik
systematisch untersucht.
Zur Vermessung der Abstrahlcharakteristik der THM wurde eine in x und y beweg-
liche Lochblende in einem Abstand von 5mm über dem Kondensor in den Detek-
tionsstrahlengang gebracht. Die Lochblende hat einen Durchmesser von 400µm.
Dieser Durchmesser stellt einen Kompromiss zwischen der mit dem Durchmes-
ser quadratisch wachsenden Signalstärke und der sich dadurch verringernden
Auflösung dar. Der 1/e2-Laserstrahldurchmesser hinter dem Kondensor beträgt
durch Strahlaufweitung und Divergenz etwa 3,5mm. Dem intuitiven Ansatz der
Frequenzverdreifachung folgend (siehe Kapitel 1.3.1) ist eine Verringerung der
transversalen Ausdehnung der dritten Harmonischen gegenüber der fundamen-
talen Strahlung um einen Faktor 1/
p
3 zu erwarten (→ 1/e2-TH-Durchmesser
≈ 2mm) [17, 58]. Gemäß dem Nyquist-Shannon-Abtasttheorem wird die Loch-
blende um ihren halben Durchmesser in 200µm-Schritten über die freie Apertur
des Kondensors bewegt und tastet punktweise das Emissionsprofil der frequenz-
verdreifachten Strahlung ab [26, 63]. Mit etwa 80 Messwerten innerhalb des zu
erwarteten zweidimensionalen Maximums ist bei dieser Schrittweite eine ausrei-
chende Anzahl an Stützstellen zur Profilcharakterisierung vorhanden. Abbildung
3.9 stellt den zur Messung der Abstrahlcharakteristik modifizierten Aufbau sche-
matisch dar. Die Lochblende wird von zwei Schrittmotoren mit einer absoluten
Genauigkeit im Sub-Mikrometerbereich bewegt. Durch ihre Abmessung von 2"
bedeckt die Lochblende auch bei einer maximalen Auslenkung von 1" den Kon-
densor vollständig.
Zunächst wird das Emissionsprofil einer transversal verlaufenden Grenzfläche un-
tersucht. Dazu dient der Glas-Luft-Übergang an einem Objektträger. Abbildung
3.10 zeigt die gemessene, relative Intensität der fundamentalen Laserstrahlung
(links) und der frequenzverdreifachten Strahlung (rechts) aufgetragen gegen die
Position der Lochblende. Wie zu erwarten, erhält man jeweils näherungsweise ei-
ne zweidimensionale Gauß-Verteilungen. Die mittleren 1/e2-Durchmesser ergeben
sich bei der fundamentalen Strahlung zu 3,6mm und bei der frequenzverdreifach-
ten Strahlung zu 2mm. Das Verhältnis dieser Durchmesser liegt mit 0,55≈ 1/p3,2
nahe an dem theoretisch erwarteten Wert von 1/
p
3 [17, 58]. Die Elliptizität der
Maxima ist auf das ebenfalls elliptische Strahlprofil des Lasers zurückzuführen.
Das Aspektverhältnis des Lasers beträgt 1 : 1,33 (siehe Abschnitt 2.1). Für Abbil-
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Abbildung 3.9: Aufbau zur Messung der Abstrahlcharakteristik der dritten Harmonischen.
Hierbei wird eine 400µm-Lochblende in 200µm-Schritten automatisiert von Schrittmotoren
über den Kondensor bewegt.
Abbildung 3.10: Gemessene, relative Intensität der fundamentalen Laserstrahlung (links)
und der frequenzverdreifachten Strahlung (rechts) aufgetragen gegen die Position der
Lochblende in Falschfarbendarstellung. Die Schrittweite zwischen den Messwerte beträgt
200µm. Die 1/e2-Kernbereiche der Intensitätsmaxima sind schwarz umrandet dargestellt.
Ein gestrichelter Kreis skizziert den Fokussierungskegel. Dieser Bereich ergibt sich rech-
nerisch aus der numerischen Apertur des fokussierenden Objektivs NAF = 0,22. Der ge-
ringe Versatz der Emissionsmaxima gegenüber dem Koordinatenursprung ist durch eine
limitierte Positioniergenauigkeit der Lochblendennulllage bedingt. Dieser Versatz ist für
die weitere Diskussion irrelevant. Parameter der Messung: Objektiv (10x / NAF = 0,22),
Chopperfrequenz (20kHz), mittlere Laserleistung (1W), PMT-Spannung (THG: 0,62kV, La-
ser: 0,7kV), Lock-In-Einstellungen (Eingangsverstärkung (THG: 20, Laser: 20), Ausgangs-
verstärkung (THG: 150, Laser: 650), Integrationszeit (4ms), Zeitkonstante (500µs), Filter-
Ordnung (1)).
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Abbildung 3.11: (a) THM-Aufnahme eines lateralen Schnitts in der xz-Ebene durch die Ka-
pillare in Falschfarbendarstellung. Die Symmetrieachse der Kapillare ist hierbei entlang
der y -Achse orientiert. Die Aufnahme besteht aus 1298 × 501 Messwerten. Der schema-
tisch eingezeichnete Laserfokus (rot) ist mit einem Punkt auf der äußeren Manteloberflä-
che überlagert. Die Neigung der Grenzfläche an diesem Punkt wird durch den Winkel θ
zwischen der Oberflächennormalen (grüner Pfeil) zur optischen Achse (z-Achse) beschrie-
ben. (b) & (c) Vergrößerung der umrandeten Ausschnitte (grau gestrichelt) der Interferenz-
struktur im Kontaktbereich der Kapillare und des Objektträgers. Parameter der Messung:
Objektiv (10x / NAF = 0,22), Chopperfrequenz (20kHz), mittlere Laserleistung (1W), THG-
PMT-Spannung (0,55kV), Lock-In-Einstellungen (Eingangsverstärkung (20), Ausgangsver-
stärkung (150), Integrationszeit (4ms), Zeitkonstante (500µs), Filter-Ordnung (1)).
dung 3.10 (links) ergibt sich ein Aspektverhältnis von 1 : 1,2 und (rechts) von
1 : 1,17.
Um den Einfluss der Oberflächenorientierung auf die Abstrahlcharakteristik der
THM zu untersuchen, wird die Quarzglaskapillare in der gleichen geometrischen
Anordnung des vorangegangenen Abschnitts verwendet. Abbildung 3.11 (a) zeigt
einen mit der THM aufgenommen xz-Schnitt durch die Kapillare in Falschfar-
bendarstellung. Man erkennt die äußere Manteloberfläche der Kapillare sowie
den inneren Hohlraum. Die Kapillare liegt entlang der y-Achse auf einer glä-
sernen Bodenplatte, welche durch das Signal bei z = −0,9mm erkennbar ist.
Die Halbwertsbreite der Strukturen ist wie zuvor dargestellt abhängig von der
Grenzflächenneigung bezüglich der optischen Achse. Weiterhin lässt sich eine In-
terferenzstruktur im Kontaktbereich der Kapillare mit der Bodenplatte erkennen.
Abbildung 3.11 (b) und (c) zeigen vergrößerte Ausschnitte dieses Bereichs. Hier
interferiert die an der Grenzschicht der Bodenplatte erzeugte Strahlung mit der
an der Grenzschicht der Kapillare erzeugten Strahlung. Je nach Abstand ist die
Interferenz konstruktiv bzw. destruktiv. Eine ähnliche Beobachtung schilderten
Moreaux et al. in Aufnahmen der SHM [64].
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In dem im vorhergehenden Abschnitt vorgestellten Experiment wurde die Ober-
fläche des Kapillarinnenraums abgebildet, um alle Oberflächenneigungen in einer
Aufnahme zu erhalten und somit eine quantitative Auswertung zu ermöglichen.
Im Folgenden soll der Effekt verschiedener Oberflächenneigungen qualitativ dis-
kutiert werden. Daher wird im Experiment der Außenmantel der Kapillare ver-
wendet, da dieser aufgrund seines größeren Krümmungsradius im Bereich der
Fokusausdehnung in erster Näherung als plane Oberfläche beschrieben werden
kann. Zur Vermessung der Abstrahlcharakteristik wird der Laserfokus wie in Abbil-
dung 3.11 skizziert mit einem Punkt auf der äußeren Manteloberfläche überlagert.
Die Neigung der Grenzfläche an diesem Punkt wird durch den Winkel θ der Ober-
flächennormalen (grüner Pfeil) zur optischen Achse (z-Achse) beschrieben.
Abbildung 3.12 zeigt für sechs unterschiedliche Oberflächenneigungen θ die ge-
messenen Emissionsprofile der frequenzverdreifachten Strahlung. Hierbei ist die
gemessene Intensität in Falschfarbendarstellung gegen die Lochblendenposition
aufgetragen. Das Emissionsprofil der frequenzkonvertierten Strahlung an einer
Grenzfläche mit einer Neigung von θ = 30◦ (Abbildung 3.12 (a)) weist ein zen-
trales Maximum der frequenzverdreifachten Strahlung auf. Dies ähnelt sehr der
zuvor diskutierten Abstrahlung an der transversal verlaufenden Grenzfläche des
Objektträgers (b= θ = 0◦). Das Maximum verlagert sich für größer werdende
Winkel θ nach außen, wie Abbildung 3.12 (b) für θ = 75◦ exemplarisch zeigt.
Nähert sich die Grenzflächenneigung weiter der optischen Achse (beispielsweise
θ = 87◦), so ist ein zweites schwächeres Maximum gegenüber dem ersten Ma-
ximum erkennbar (siehe Abbildung 3.12 (c)). Im Fall einer zur optischen Achse
parallelen Grenzfläche ergeben sich zwei gleichstarke Maxima (siehe Abbildung
3.12 (d)). Für noch größere Winkel wandert das ursprüngliche Maximum weiter
nach außen und verliert rasch an Intensität. Das gegenüberliegende Maximum
bewegt sich dabei auf die optische Achse zu und wird intensiver (siehe Abbil-
dung 3.12 (e) und (f)). Bemerkenswert ist hierbei, dass die frequenzverdreifachte
Strahlung über den maximalen Abstrahlungskegel des Objektivs (gegeben durch
die numerische Apertur NAF = 0,22) hinaus emittiert wird. Der Öffnungswinkel
des Abstrahlungskegels der fundamentalen Strahlung liegt bei 12,7◦, bei der fre-
quenzverdreifachten Strahlung hingegen beträgt er über 20,6◦. In Abbildung 3.12
ist die maximale Brechung der fundamentalen Strahlung durch die gestrichelten
Kreise skizziert. Das Verhältnis der Intensitäten in den beiden Maxima ist ein Maß
für die Orientierung der Oberfläche bzgl. der optischen Achse.
Um die Messungen zu verifizieren, werden diese im Folgenden mit numerischen
Simulationen verglichen. Die Simulation erfolgt hierbei durch eine numerische
Berechnung der winkelaufgelösten Intensität I (3ω) nach Gleichung (1.48). Auf-
grund der moderaten, numerischen Apertur des fokussierenden Objektivs wurde
das Modell des Gauß-Strahls zur Beschreibung des Laserfokus verwendet. Details
zur numerischen Simulation sind in Anhang A zu finden. Abbildung 3.13 zeigt
die den Messungen zugehörigen berechneten Abstrahlcharakteristika. Die Simu-
lation bestätigt die experimentellen Beobachtungen. Auch die Ausdehnungen und
Abstände stimmen gut überein. Die zu beobachten marginalen Abweichungen
sind auf die Elliptizität des Strahlprofils, die Krümmung der Grenzfläche und eine
Schwelle in der Detektion zurückzuführen. Durch das hohe Maß an Übereinstim-
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Abbildung 3.12: Gemessene Emissionsprofile der frequenzverdreifachten Strahlung bei un-
terschiedlichen Neigungen der Grenzflächennormalen zur optischen Achse in Falschfar-
bendarstellung. Die Definition des Winkels θ ist Abbildung 3.11 zu entnehmen. Die Winkel
wurden über eine Messung in der xz-Ebene experimentell bestimmt. Die Unsicherheit der
Winkelangaben liegt im Bereich von±1◦ [54]. Die Aufnahmen wurden jeweils normiert. Die
Schrittweite der Messwerte beträgt 200µm. Die 1/e2-Kernbereiche der Intensitätsmaxima
sind schwarz umrandet dargestellt. Ein gestrichelter Kreis skizziert den Fokussierungske-
gel. Dieser Bereich ergibt sich rechnerisch aus der numerischen Apertur des fokussieren-
den Objektivs NAF = 0,22. Eine geringe Fluktuation der Bildnulllage von bis zu einem Mil-
limeter ist durch eine limitierte Positioniergenauigkeit der Lochblendennulllage bedingt.
Diese Fluktuation ist für die weitere Betrachtung vernachlässigbar. Eine detailliertere Be-
trachtung ist den Quellen [54, 65] zu entnehmen. Parameter der Messung: Objektiv (10x /
NA= 0F ,22), Chopperfrequenz (20kHz), mittlere Laserleistung (1W), THG-PMT-Spannung
(0,6kV), Lock-In-Einstellungen (Eingangsverstärkung (20), Ausgangsverstärkung (150), In-
tegrationszeit (6ms), Zeitkonstante (1ms), Filter-Ordnung (1)).
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mung stützen sich Messung und Simulation gegenseitig.
Abbildung 3.14 zeigt eine intuitivere Darstellung der simulierten Emissionspro-
file. Hierbei wird die normierte Intensität der Strahlung unter dem jeweiligen
Winkel durch einen Farbwert und die Entfernung zum Ursprung widergespie-
gelt. Die Datenpunkte sind zu einer geschlossenen Oberfläche interpoliert. Diese
„Strahlungs-Keulen“ sind exemplarisch für drei Grenzflächenneigungen gezeigt.
Die „Strahlungs-Keulen“ der Fundamentalstrahlung und der frequenzverdreifach-
ten Strahlung unterscheiden sich bei großen Grenzflächenneigungen θ deutlich
voneinander (siehe Abbildung 3.14 (b) und (c)).
Die gezeigten experimentellen und simulierten Ergebnisse bestätigen die qualita-
tiven Aussagen der Simulationen von Cheng et al. und Olivier et al. [21, 50]. Sie
zeigen ein zentrales Maximum der dritten harmonischen Strahlung auf der opti-
schen Achse für transversal verlaufende Grenzflächen sowie zwei symmetrische
Maxima abseits der optischen Achse für longitudinal verlaufende Grenzflächen.
Dies lässt sich in einem von Debarre et al. gezeigten Modell qualitativ erklä-
ren [66]. Hierbei wird die Phasenanpassung betrachtet. Abbildung 3.15 (a) zeigt
die k-Vektoren für eine transversal verlaufende Grenzfläche (grüne Linie). Die
Impulse dreier fundamentaler Photonen |~kω| = kω (rote Pfeile) werden bei der
THG aufsummiert und jeweils um einen Beitrag der Gouy-Phasenverschiebung
reduziert. Dieser Beitrag lässt sich durch den Impulse |~kg | = kg ausdrücken [66].
Aufgrund der Dispersion ist der für die Erzeugung der dritten Harmonischen nöti-
ge Impuls |~k3ω|= k3ω etwas größer als die der drei fundamentalen Photonen (kω).
In Abbildung 3.15 wird dies durch den blau, gepunkteten Kreis mit dem Radius
k3ω veranschaulicht. Betrachtet man die Grenzfläche im Fourier-Raum, so erhält
man eine infinitesimal schlanke Verteilung parallel zur Grenzfläche und eine brei-
te Verteilung I(k⊥) senkrecht zur Grenzfläche. Der zur Phasenanpassung nötige
Beitrag wird durch die senkrecht zur Grenzfläche verlaufenden Raumfrequen-
zen k⊥ kompensiert. Hierbei ergeben sich die zwei Möglichkeiten ∆kI (oranger
Pfeil) und ∆kI I (orange gestrichelter Pfeil). Aufgrund der vom Ursprung aus mo-
noton fallenden Verteilung I(k⊥) ist die Phasenanpassung in Rückwärtsrichtung
(Epi-THG; blau gestrichelter Pfeil) mit ∆kI I wesentlich unwahrscheinlicher als
die Vorwärtsrichtung mit ∆kI  ∆kI I (blauer Pfeil). Daher ist die Epi-THG um
mindestens einen Faktor hundert weniger intensiv und kann nur unter bestimm-
ten Voraussetzungen detektiert werden [50, 66]. In Abbildung 3.15 (b) ergibt
sich aufgrund der Grenzflächenneigung θ = 75◦ und der Beiträge ∆kI und ∆kI I
senkrecht zur Grenzfläche eine Emission der dritten Harmonischen abseits der
optischen Achse. Auch hier ist die Emission in Richtung der Phasenanpassung mit
∆kI stärker gegenüber der in Richtung der Phasenanpassung mit ∆kI I >∆kI . Zu-
dem liegt die Emissionsrichtung der Phasenanpassung mit ∆kI I (blau gestrichelter
Pfeil) so weit abseits der optischen Achse, dass diese sowohl in der Simulation als
auch in der Messung nicht beobachtet werden kann. Analog zu den errechneten
und gemessenen Emissionsprofilen entfernt sich das intensivere Maximum von
der optischen Achse. Zeitgleich bewegt sich das schwächere Maximum auf die
optischen Achse zu. Aufgrund der sich dabei angleichenden, benötigten Beiträge
zur Phasenanpassung ∆kI und ∆kI I nähern sich die Maximalintensitäten der bei-
den Emissionsrichtungen einander an. Abbildung 3.15 (c) zeigt den Fall für eine
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Abbildung 3.13: Numerisch berechnete Emissionsprofile der frequenzverdreifachten Strah-
lung bei unterschiedlichen Neigungen der Grenzflächennormalen zur optischen Achse in
Falschfarbendarstellung. Die weiteren Definitionen sind Abbildung 3.11 zu entnehmen. Phy-
sikalische Parameter der Simulation: Wellenlänge (λ = 810nm), Brechungsindex (n(λ =
810nm) = 1,453150 und n(λ/3 = 270nm) = 1,498), Objektiv (NAF = 0,22, f = 16mm),
Kondensor (NAK = 0,65), 1/e2-Laserstrahlradius vor Objektiv (w = 1,8mm).
Abbildung 3.14: Alternative Darstellung der simulierten Emissionsprofile aus Abbildung
3.13. Die Graphen wurden jeweils normiert. Die fundamentale Laserstrahlung wurde gegen-
über der frequenzverdreifachten Strahlung um einen Faktor zwei vermindert.
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Abbildung 3.15: Modell von Debarre zur Erklärung der Emissionsrichtungen und Intensi-
tätsverteilung der dritten Harmonischen an Grenzflächen unterschiedlicher Neigungswin-
kel θ [66].
longitudinal verlaufende Grenzfläche. Wie in den simulierten und gemessenen
Emissionsprofilen zu sehen, resultieren hierbei zwei gleich intensive Emissionen
mit einer zur Grenzfläche symmetrischen Emissionsrichtung. Die Emissionsrich-
tungen und deren Intensität für größere Grenzflächenneigungen θ als 90◦ ergeben
sich durch eine Spiegelung an der z-Achse.
In diesem Modell wirken sich unterschiedlich starke Fokussierungen auf den Bei-
trag der Gouy-Phasenverschiebung aus. Der Betrag des k-Vektors kg wächst in
erster Näherung quadratisch mit der numerischen Apertur des fokussierenden
Objektivs [66]. Abbildung 3.16 (links) stellt diesen Einfluss dar. Für eine mode-
rate Fokussierung ergibt sich eine moderate Gouy-Phasenverschiebung kg (grüne,
durchgezogene Pfeile). Eine stärkere Fokussierung resultiert in einer größeren
Gouy-Phasenverschiebung k′g (grüne, gestrichelte Pfeile). Dies führt in diesem
Modell zu einer Emission der dritten Harmonischen (blau gestrichelte Pfeile) mit
größerem Öffnungswinkel gegenüber der moderaten Fokussierung (blaue, durch-
gezogene Pfeile). Dieser Effekt zeigt sich auch den berechneten Emissionsprofilen.
Abbildung 3.16 (rechts) zeigt die zur Detektion der dritten Harmonischen nötige
numerische Apertur NATH für longitudinal verlaufende Grenzflächen aufgetragen
gegen die numerische Apertur der Fokussierung NAF . Es ist ein monoton wach-
sender Verlauf zu erkennen. Die simulierten numerischen Aperturen NATH sind
bis NAF ≈ 0,4 größer als die numerische Apertur der Fokussierung. Weiterhin
liegen die Ergebnisse der Simulation stets über der numerischen Apertur, die sich
aus der intuitiven Beziehung (1/
p
3) zur Ausdehnung der Fundamentalstrahlung
ergibt. Die Abbildung zeigt, dass die Auswirkung der THG-Emissionsprofile an
longitudinal verlaufenden Grenzflächen für geringe und moderate Fokussierun-
gen besonders groß ist.
Die Messungen zeigen erstmals (in sehr guter Übereinstimmung zur Simula-
tion) die Abstrahlcharakteristik im Übergang von transversal zu longitudinal
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Abbildung 3.16: Auswirkung der numerischen Apertur der Fokussierung auf die TH-
Emission an parallel zur optischen Achse verlaufenden Grenzflächen. (links) Qualitative
Betrachtung der Auswirkung im Modell von Debarre. (rechts) Nötige numerische Aper-
tur zur TH-Detektion NATH aufgetragen gegen die numerische Apertur der Fokussierung
NAF . Blaue Quadrate zeigen die simulierten numerischen Aperturen der Detektion NATH .
Die schwarz gestrichelte Linie eine mit der Fokussierung identischen numerischen Apertur
und der rot gepunktete Verlauf die numerische Detektion NATH , die sich aus dem intuitiven
Ansatz der Frequenzverdreifachung ergibt.
verlaufenden Grenzflächen. Zudem erkennt man an den Ergebnissen, dass für
Grenzflächen parallel zur optischen Achse die Emissionsmaxima der frequenzver-
dreifachten Strahlung (Öffnungswinkel von 20,6◦) außerhalb der Verteilung der
fundamentalen Strahlung (Öffnungswinkel von 12,7◦) liegt. Entgegen bisherigen,
vereinfachenden Annahmen in der Literatur reicht daher eine geringere nume-
rische Apertur des Kondensors als die numerische Apertur des fokussierenden
Objektivs nicht aus [58]. Im diskutierten Experiment ist eine numerische Apertur
der Detektion von mindestens NATH = 0,35 nötig (bei einer numerischen Aper-
tur des fokussierenden Objektivs von NAF = 0,22). Aufgrund einer zu geringen
numerischen Apertur im Detektionsstrahlengang konnten vermutlich in früher pu-
blizierten Arbeiten anderer Autoren keine longitudinal verlaufenden Grenzflächen
beobachtet werden [47–49].
Als weitere wichtige Konsequenz der beobachteten Abstrahlcharakteristik ist die
Möglichkeit von multifokaler Anordnungen zur mikroskopischen Abbildung kri-
tisch zu hinterfragen. Abbildung 3.17 macht dies exemplarisch deutlich. Mit
einem ähnlichen Aufbau konnten Oron und Silberberg einen Linienfokus erzeu-
gen und in der THM verwenden [67]. Eine damit aufgenommene biologische
Probe ist in Abbildung 3.18 dargestellt. Die eigentliche Struktur der Probe ist
von einer Intensitätsoszillation umgeben. Neben den in der Referenz genannten
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Abbildung 3.17: Eindimensionaler, multifokaler THM-Aufbau mit Linsenarrays. Als fiktive
Probe wurde eine Struktur in Quarzglas bedeckt von Immersionsöl verwendet. Eine Sam-
mellinse dient zur Kollimation der erzeugten Strahlung. Nach spektraler Selektion wird die
erzeugte Strahlung mit einem ortsauflösenden Detektor vermessen. Zur vereinfachten Dar-
stellung wird die Lichtbrechung in der Probe vernachlässigt.
Abbildung 3.18: THM-Aufnahme des Gewebes eines Seeigels (lat.: sea urchin) auf einem
Objektträger (aus [67]). Die Aufnahme wurde mit einer verstärkten CCD gemessen.
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Abbildungsfehlern könnte die Abstrahlcharakteristik an longitudinal verlaufenden
Grenzflächen mit zu diesem beobachteten Effekt beitragen.
Wie Abbildung 3.17 zeigt, werden durch ein Linsenarray mehrere Laserfokusse
erzeugt. Die numerische Apertur von Linsenarrays liegt typischerweise im Bereich
der im Experiment verwendeten [68]. Treffen die Laserfokusse auf Grenzflächen
zwischen zwei Medien, wird Strahlung der dritten Harmonischen erzeugt. Je nach
Neigung der Grenzfläche zur optischen Achse wird die dritte Harmonische in
unterschiedliche Richtungen emittiert. Dies führt zum einen zu Interferenz und
zum anderen zur Detektion von erzeugter Strahlung aus benachbarten Fokussen.
Dadurch kann es zu Fehlinterpretationen der Aufnahme kommen. Daher können
einfache multifokale Ansätze nur in Proben mit ebenen Strukturen angewandt
werden oder müssen durch eine zusätzliche, korrekt abbildende Optik vor dem
Detektor verwandt werden.
3.3 Abhängigkeit der Frequenzkonversion von der
Grenzflächenorientierung
3.3.1 Intensität und räumliche Auflösung der Frequenzkonversion
Im vorherigen Unterkapitel wurde diskutiert, wie sich die Neigung der Oberfläche
(im Bezug auf die optische Achse) auf das emittierte TH-Intensitätsprofil auswirkt.
Jetzt soll untersucht werden, wie sich eine Variation der Laserpolarisation (bzw.
eine Variation der Grenzflächenorientierung im Bezug auf die Laserpolarisation)
in der SHM und THM auswirkt. Dazu wird in einem weiteren Experiment die Sym-
metrieachse der Quarzglaskapillare) entlang der optischen Achse (z-Achse) ausge-
richtet (siehe Abbildung 3.19). Die Manteloberfläche der Kapillare ist in der ge-
wählten Konfiguration stets parallel zur optischen Achse ausgerichtet. Abbildung
3.20 zeigt zwei x y-Schnitte der THM durch den Hohlraum der Kapillare, (links)
mit horizontaler Polarisation, (rechts) mit vertikaler Polarisation. Man erkennt
Abbildung 3.19: Geometrie und Orientierung zur Messung des Einflusses der Oberflächen-
orientierung auf die SHM und THM.
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Abbildung 3.20: Zweidimensionale laterale Schnitte in der x y -Ebene einer THM-Aufnahme
durch die Kapillare (links) mit horizontaler Laserpolarisation, (rechts) mit vertikaler La-
serpolarisation (dargestellt durch orange Pfeile). Die Polarisation wurde mit Hilfe einer
Halbwellenplatte gedreht. Die Güte der linearen Polarisation wurde bestimmt zu etwa
100 : 1 (nicht dargestellt). Die Darstellung besteht aus 1000 × 1000 Datenpunkten. Pa-
rameter der Messung: Objektiv (10x / NAF = 0,22), Chopperfrequenz (50kHz), mittle-
re Laserleistung (1W), THG-PMT-Spannung (0,35kV), Lock-In-Einstellungen (Eingangsver-
stärkung (20), Ausgangsverstärkung (150), Integrationszeit (4ms), Zeitkonstante (500µs),
Filter-Ordnung (1)).
deutlich den Übergang vom Immersionsöl (innen) zum Quarzglas (außen) in Form
eines Kreises. Im Gegensatz zur zuvor betrachteten Aufnahme (Abbildung 3.4) ist
hier ein gleichmäßig scharfer Intensitätsverlauf erkennbar. Dies ist auf die in x-
und y-Richtung symmetrische, geringe Fokusausdehnung zurückzuführen (siehe
Abschnitt 1.2). Die Grenzflächenorientierung zur Laserpolarisation, welche paral-
lel zur x-Achse ist (Abbildung 3.20 (links)), ändert sich kontinuierlich entlang der
Kapillarwand. Die Orientierung der Kapillarwand wird durch den Azimutwinkel ϕ
zwischen der x-Achse zur Wandnormalen (schwarzer Pfeil) beschrieben. Vergleicht
man die beiden Darstellungen zeigt sich keine Änderung durch die Polarisations-
drehung und die Maximalintensitäten weisen sehr ähnliche Verläufe auf. Die Si-
gnalschwankungen sind auf die ortsabhängige Detektionseffizienz und Variationen
der optischen Eigenschaften in der Probe zurückzuführen. Die Detektionseffizienz
variiert aufgrund einer limitierten Justagegenauigkeit des Galvo-Scanners sowie
örtlichen Schwankungen der Detektor-Effizienz. Um die Messungen unabhängig
von dieser Schwankungen bewerten zu können, zeigt Abbildung 3.21 die punkt-
weise ermittelte Differenz der Messwerte aus den Abbildungen 3.20 (links) und
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Abbildung 3.21: Zweidimensionale Konturdarstellung der Änderung der TH-Intensität bei
Drehung der Laserpolarisation um 90◦ (horizontale und vertikale Polarisation, siehe Abbil-
dung 3.20).
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Abbildung 3.22: Relative Änderung der TH-Intensität entlang der Kapillaroberfläche (sie-
he Abbildung 3.21) aufgetragen gegen den Winkel ϕ. Aus Symmetriegründen der Probe
ist hier der Winkel ϕ im Bereich zwischen pi und 2pi dargestellt. Die Ausreißer rund um
ϕ = 3pi/2 sind auf die geringen Absolutwerte und damit größere relative Streuung zurück-
zuführen.
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(rechts). Die Variation der Intensität ist für alle Punkte gering. Lediglich eine sehr
schwache Kontur ist erkennbar. Um eine quantitative Auswertung zu ermöglichen,
stellt Abbildung 3.22 die relative Änderung der detektierten Maximalintensität der
THM entlang der Kapillarwand gegen den Winkel ϕ dar. Zur Bestimmung des Ma-
ximalwerts wurde an radiale Schnitte jeweils eine Gauß-Kurve angepasst. Die re-
lative Intensitätsänderung fluktuiert statistisch zwischen −10% und 10% und liegt
im Mittel bei null. Simulationen von Cheng et al. und Olivier et al. zeigen Modu-
lationen von bis zu 35%, allerdings mit sich widersprechenden Vorzeichen. Cheng
et al. sagen einen Intensitätsrückgang der dritten Harmonischen um 20% bei einer
Polarisationsdrehung von parallel zu orthogonal zur Grenzfläche vorher. Hingegen
berechnen Olivier et al. hier eine Intensitätssteigerung von 35%. Beide Abbildun-
gen 3.21 und 3.22 weisen im Rahmen der Messgenauigkeit keine systematische
Modulation des THM-Signals bei Drehung der Laserpolarisation auf. Aufgrund der
Datenstreuung ist eine Modulation kleiner als 5% nicht auszuschließen. Die Streu-
ung resultiert aus der limitierten Repositionierbarkeit des Laserfokus sowie aus
den Fluktuationen der Laserpulse. In Anhang A.2 wird der Einfluss der Grenz-
flächenorientierung bezüglich der Laserpolarisation auf die Intensität der dritten
Harmonischen theoretisch untersucht. Daraus ist zu entnehmen, dass für die im
Experiment gewählte, moderate Fokussierung eine Modulationstiefe von 5% zu
erwarten ist. Das Experiment zeigt, dass die Modulationstiefe definitiv nicht höher
als 5% sein kann. Die Simulation bestätigt den von Cheng et al. beobachten Trend:
Die Konversionseffizienz der Frequenzverdreifachung ist für Grenzflächen parallel
zur Laserpolarisation am größten [21]. Die mit 5% deutlich geringere Modulati-
onstiefe als bei Cheng et al. ist dabei auf veränderte Parameter der Simulation,
vor allem auf die stärkere Fokussierung (NA = 1,4), zurückzuführen [21]. Die
theoretische Abhängigkeit der Modulationstiefe von der numerischen Apertur ist
in Anhang A zu finden.
Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass im Rahmen der Messgenauig-
keit für die verwendeten Parameter kein Einfluss der Laserpolarisationsrichtung
auf die THM messbar ist. Dies ist aufgrund der Isotropie der Probe intuitiv zu er-
warten.
Wie die dreidimensionale SHM-Aufnahme in Abbildung 3.2 bereits zeigte, ermög-
licht das Experiment neben der Untersuchung der THM auch eine Untersuchung
der SHM. Abbildung 3.23 zeigt die punktweise ermittelte Differenz zweier SHM-
x y-Schnitte orthogonaler Laserpolarisation. Im Gegensatz zu Abbildung 3.21 ist
die Kapillarwand hier deutlich erkennbar. Die Intensitätsänderung der zweiten
Harmonischen zeigt eine symmetrische Modulation. Die Extremwerte werden je-
weils auf gegenüberliegenden Seiten der Kapillarwand erreicht. Zur quantitativen
Auswertung ist in Abbildung 3.24 die relative Intensitätsänderung entlang der
Kapillarwand gegen den Winkel ϕ aufgetragen. Die Maximalintensität wurde da-
zu durch die Anpassung einer Gauß-Kurve des jeweiligen Schnitts ermittelt. Der
Winkel ϕ beschreibt wie zuvor den Winkel zwischen der x-Achse und der Wand-
normalen. Im Verlauf der Datenpunkte ist eine Signalerhöhung von bis zu 300%
erkennbar. Die erzeugte Strahlung der zweiten Harmonischen ist daher sehr sen-
sitiv auf die Laserpolarisation. Die Suszeptibilität zweiter Ordnung (Tensor dritter
Stufe) ist durch eine Nahfeldordnung im amorphen Quarzglas nicht Null. Dies
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Abbildung 3.23: Zweidimensionale Konturdarstellung der Änderung der Intensität der zwei-
ten Harmonischen (SH) bei Drehung der Laserpolarisation um 90◦ (horizontale und verti-
kale Polarisation). Parameter der Messung: Objektiv (10x / NAF = 0,22), Chopperfrequenz
(50kHz), mittlere Laserleistung (1W), SHG-PMT-Spannung (0,6kV), Lock-In-Einstellungen
(Eingangsverstärkung (20), Ausgangsverstärkung (650), Integrationszeit (4ms), Zeitkon-
stante (500µs), Filter-Ordnung (1)).
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Abbildung 3.24: Relative Änderung der Intensität der zweiten Harmonischen (SH) entlang
der Kapillaroberfläche aufgetragen gegen den Winkel ϕ. Aus Symmetriegründen ist hier
der Winkel ϕ nur im Bereich zwischen pi und 2pi dargestellt. Die Ausreißer rund um
ϕ = 3pi/2 sind auf die geringen Absolutwerte und damit größere relative Streuung zurück-
zuführen.
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führt zu der beobachteten Polarisationsabhängigkeit der Erzeugung der zweiten
Harmonischen [55]. Daher ist in der SHM im Gegensatz zur THM durch eine je-
weils geeignete Wahl der Laserpolarisation eine Signalüberhöhung in Quarzglas
beobachtbar.
3.3.2 Einfluss der Orientierung longitudinal verlaufender Grenzflä-
chen auf die Abstrahlcharakteristik der THM
In Abschnitt 3.2.2 wurde gezeigt, dass das Emissionsprofil der dritten Harmoni-
schen an longitudinal verlaufenden Grenzflächen zwei nicht-zentrische Maxima
aufweist. Im Folgenden werden die Emissionsprofile der dritten Harmonischen an
der parallel zur optischen Achse ausgerichteten Kapillare vorgestellt. Hierbei wird
der Einfluss der Grenzflächenorientierung auf die Ausrichtung der Maxima des
Emissionsprofils untersucht. Abbildung 3.25 zeigt einen x y-Schnitt durch die Ka-
pillare aufgenommen mit der THM. Das Zentrum der Kapillare wurde als Ursprung
des Koordinatensystems gewählt. Der Ursprung wird von dem mit Immersionsöl
gefüllten Innenraum umgeben, welcher von dem Signal am Übergang zur Kapil-
larwand eingegrenzt wird. Der erkennbare Viertelkreis zeigt die Grenzfläche des
Außenmantels der Kapillare. Der Laserfokus wird, wie in der Abbildung skizziert,
mit der Grenzfläche des Außenmantels überlagert und das Emissionsprofil der
Abbildung 3.25: THM-Aufnahme eines lateralen Schnitts in der x y -Ebene durch die Kapil-
lare in Falschfarbendarstellung. Die Symmetrieachse der Kapillare ist hierbei entlang der
z-Achse orientiert. Die Aufnahme besteht aus 1000 × 1000 Messwerten. Der schematisch
eingezeichnete Laserfokus (rot) ist mit einem Punkt auf der äußeren Manteloberfläche über-
lagert. Die Orientierung der Grenzfläche an diesem Punkt wird durch den Azimutwinkel ϕ
der x -Achse zur Oberflächennormalen (grüner Pfeil) beschrieben. Parameter der Messung:
Objektiv (10x / NAF = 0,22), Chopperfrequenz (20kHz), mittlere Laserleistung (0,33W),
THG-PMT-Spannung (0,7kV), Lock-In-Einstellungen (Eingangsverstärkung (20), Ausgangs-
verstärkung (150), Integrationszeit (6ms), Zeitkonstante (1ms), Filter-Ordnung (1)).
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dritten Harmonischen vermessen. Zur Beschreibung der Oberflächenorientierung
in diesem Punkt wird der Winkel ϕ von der x-Achse zur Oberflächennormalen
(grüner Pfeil) verwendet. Aufgrund der geringen transversalen Fokusausdehnung
sind scharfe Grenzflächen erkennbar. Der Laserfokus wird mit der longitudi-
nal verlaufenden Manteloberfläche überlagert. Dadurch können unterschiedliche
Grenzflächenorientierungen untersucht werden. Neben der Oberflächennormalen
ist in Abbildung 3.25 eine Tangente (grüne Linie) an die Oberfläche der Kapillare
im betrachteten Punkt eingezeichnet.
Abbildung 3.26 zeigt die zweidimensionalen Emissionsprofile der dritten Har-
monischen an drei unterschiedlichen Oberflächenorientierungen. Diese wurden,
wie in Abschnitt 3.2.2 beschrieben, mittels der punktweisen Abtastung durch die
Lochblende gemessen.
Die experimentellen und simulierten Graphen liegen jeweils zum Vergleich direkt
übereinander. Um sicherzustellen, dass auch unter Rotation und Fluktuation der
Abstrahlcharakteristik das gesamte Emissionsprofil vermessen wird, wurde im
Vergleich zu den Messungen und Simulationen in Abschnitt 3.2.2 der Abstand
zum Kondensor auf 8mm verringert. Dadurch ist die Ausdehnung des Emissions-
profils in Abbildung 3.26 kleiner als in Abbildung 3.12. Graph 3.26 (a) beschreibt
eine ähnliche geometrische Situation, wie sie bereits in Abschnitt 3.2.2 betrachtet
wurde. Die Grenzfläche ist nahezu orthogonal zur x-Achse (θ ≈ 90◦, ϕ ≈ 0◦).
Die Laserpolarisation ist parallel zur x-Achse ausgerichtet. Daher ist ein sehr
ähnliches Emissionsprofil der dritten Harmonischen wie in Abbildung 3.10 ge-
zeigt. Es entstehen zwei Maxima, die entlang der x-Achse versetzt zur optischen
Achse auftreten. Die Maxima der THG-Emission liegen klar außerhalb der nume-
rischen Apertur der Fundamentalstrahlung. Im Gegensatz zum Gauß-Profil der
Fundamentalstrahlung zeigt die THG-Emission eine Doppel-Struktur mit großem
Öffnungswinkel. Die grüne Linie zeigt die gemessene Orientierung der Grenzflä-
che mit einem Winkel ϕ = −1◦ der Normalen zur x-Achse. Die Verbindungslinie
zwischen den beiden Maxima ist nahezu senkrecht zur Grenzfläche (grüne Linie).
Bei Variation der Grenzflächenorientierung zu einem Winkel ϕ = 44◦ (siehe Ab-
bildung 3.12 (b)) dreht sich die Orientierung des Emissionsprofils ebenfalls. Es
sind zwei Maxima zu erkennen, die sich entlang einer orthogonal zur Grenzflä-
che stehenden Verbindungslinie gegenüberliegen. Abbildung 3.26 (c) zeigt ein
drittes Emissionsprofil bei einer Grenzflächenorientierung von ϕ = 89◦. Auch in
diesem Emissionsprofil sind zwei Maxima zu sehen. Die Verbindungsachse der
beiden Maxima steht senkrecht zur Grenzfläche. Im Gegensatz zu den beiden
Emissionsprofilen in Abbildung 3.26 (a) und (b) ist das Verhältnis der Intensitäten
in den beiden Maxima nicht gleich. Zusätzlich weisen die beiden Maxima einen
etwas vergrößerten Abstand voneinander auf. Diese beiden Effekte sind auf einen
geringen Winkel der Kapillare zur Strahlachse von etwa θ = 1,2◦ in negativer
y-Richtung zurückzuführen.
Die gemessenen Emissionsprofile der dritten Harmonischen stimmen sehr gut mit
den numerischen Simulationen bezüglich Form, Abstand und Orientierung über-
ein. Lediglich der Durchmesser der Maxima ist in der Messung etwa um einen
Faktor zwei größer. Dies ist auf ein Verschmieren der Maxima durch die Messung
mit einer 400µm-Lochblende in 200µm-Schritten zurückzuführen. Eine weite-
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Abbildung 3.26: Gemessene (a-c) und simulierte (d-e) Emissionsprofile der frequenzverdrei-
fachten Strahlung bei unterschiedlichen Grenzflächenorientierungen zur x -Achse in Falsch-
farbendarstellung. Die Definition des Winkels ϕ ist Abbildung 3.25 zu entnehmen. Die Win-
kel wurden über eine Messung in der x y -Ebene experimentell bestimmt. Die Unsicherheit
der Winkelangaben liegt im Bereich von±1◦ [54]. Die Aufnahmen wurden jeweils normiert.
Der Abstand zwischen den Messpunkten beträgt 200µm. Die 1/e2-Kernbereiche der Inten-
sitätsmaxima sind schwarz umrandet dargestellt. Ein gestrichelter Kreis skizziert den Fo-
kussierungskegel. Dieser Bereich ergibt sich rechnerisch aus der numerischen Apertur des
fokussierenden Objektivs NAF = 0,22. Die Zentren der beiden Maxima sind mit einer gestri-
chelten Linie verbunden. Eine Fluktuation der Bildnulllage von bis zu einem Millimeter ist
durch eine limitierte Positioniergenauigkeit der Lochblendennulllage bedingt. Diese Fluk-
tuation ist für die weitere Betrachtung irrelevant. Parameter der Messung: Objektiv (10x /
NAF = 0,22), Chopperfrequenz (20kHz), mittlere Laserleistung (1W), THG-PMT-Spannung
(0,65kV), Lock-In-Einstellungen (Eingangsverstärkung (20), Ausgangsverstärkung (150),
Integrationszeit (4ms), Zeitkonstante (500µs), Filter-Ordnung (1)). Physikalische Parame-
ter der Simulation: Wellenlänge (λ = 810nm), Brechungsindex (n(λ = 810nm) = 1,453150
und n(λ/3 = 270nm) = 1,498), Objektiv (NAF = 0,22, f = 16mm), Kondensor (NAK =
0,65), 1/e2-Laserstrahlradius vor Objektiv (w = 1,8mm).
re Verbreiterung der experimentell beobachteten Maxima entsteht durch eine
nicht ebene Grenzfläche (Krümmungsradius 900µm). Aufgrund der gekrümmten
Oberfläche liegen verschiedene Grenzflächenorientierungen im Laserfokus vor.
Die gemessenen Emissionsprofile stellen daher eine Mittelung über die leicht un-
terschiedlichen Emissionen an diesen Grenzflächen dar. Auch die Elliptizität des
Strahlprofils (siehe Abschnitt 2.1) führt zu einer geringen Abweichung von der
Simulation.
Abschliessend sei angemerkt, dass die Variation der Laserpolarisation keinen mess-
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baren Einfluss auf die beobachteten THG-Emissionsprofile hatte [54].
Wie im Anhang A.1 gezeigt, kann unter Annahme der vorliegenden moderaten
Fokussierung die Laserfeldstärke als rotationssymmetrisch um die optische Achse
angenommen werden. Dadurch lässt sich der Azimutwinkel ϕ einer Grenzfläche-
norientierung durch eine Rotation des Koordinatensystems kompensieren (siehe
Abbildung 3.27). Das winkelaufgelöste Intensitätsprofil hängt somit nur von dem
effektiven Azimutwinkel Φ − ϕ zwischen der Beobachtungsrichtung Φ und der
Grenzflächenorientierung ϕ ab. Dies führt zum Mitdrehen des Emissionsprofils
der frequenzkonvertierten Strahlung bei einer Rotation der Grenzfläche um die
optische Achse.
Abbildung 3.27: Kompensation des Azimutwinkels ϕ der Grenzflächenorientierung durch
Rotation des Koordinatensystems um ϕ.
Die beobachteten Abhängigkeiten der THG-Emission von der Orientierung der
Oberfläche im Raum ermöglichen weitere, interessante Anwendungen. So könnte
die Intensitätsverteilung zwischen den beiden Maxima, sowie die Orientierung der
Verbindungslinie der Maxima genutzt werden, um die Oberflächenorientierung ei-
ner Probe zu bestimmen. Dies benötigt die Messung des THG-Emissionsprofils an
lediglich einem einzigen Punkt der Oberfläche. Zudem wird dadurch die Bestim-
mung der Orientierungen von Grenzflächen mit sehr kleinen Ausdehnungen in
der Größenordnung der Strahltaille ermöglicht. Die Orientierung solch kleiner
Strukturen sind nicht über die Messung mehrerer Positionen möglich.
Zusammenfassend konnte der Einfluss der Grenzflächenorientierung und der
Laserpolarisation auf die THG-Emission systematisch untersucht werden. Dazu
wurde eine Quarzglaskapillare in einem Fluid mit angepassten Brechungsindex
durch die THM abgebildet. Diese transparente Probe ohne Brechungsindexvaria-
tion ist für die Methoden der linearen Optik vollständig unsichtbar. Die Unter-
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suchungen zeigten eine bessere Auflösung und höhere Konversionseffizienz der
SHM und THM für longitudinal verlaufende Grenzflächen gegenüber transversal
verlaufenden Grenzflächen bedingt durch die Geometrie des Laserfokus. Dadurch
wird eine einfache Vermessung des Laserfokus ermöglicht.
Während die Orientierung der Laserpolarisation keinen messbaren Einfluss auf die
THG-Emission zeigte, wurde eine deutliche Variation der SHG-Emission erreicht.
Darüberhinaus wurden die Intensitätsprofile der THG-Emission in Abhängigkeit
der Oberflächenorientierung systematisch untersucht. Hierbei wurden charakte-
ristische Emissionsprofile beobachtet, die Rückschlüsse auf die Grenzflächenori-
entierung erlauben. Für Grenzflächen, die nahezu parallel zur optischen Achse
sind, entstehen zwei ausgeprägte Intensitätsmaxima mit großem Divergenzwinkel
zur optischen Achse. Dieses Emissionsprofil unterscheidet sich somit sehr deutlich
vom Gauß-förmigen Emissionsprofil der fundamentalen Strahlung. Entgegen der
in der Literatur etablierten Meinung bedarf es zu deren Detektion ausreichend
großer, numerischer Aperturen. Die nicht-Gauß-förmigen THG-Emssionsprofile
können sich in multifokalen Anordnungen zur mikroskopischen Abbildung belie-
big orientierter Grenzflächen störend auswirken und müssen beim Design solcher
Ansätze sorgfältig berücksichtigt werden.
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Kapitel 4
Anwendungen der THM in der Mikrofluidik
Die THM wird bereits in der Biologie [3,9,41], der Materialwissenschaft [12,13]
und der Chemie [10,11] erfolgreich angewandt. In den im Folgenden vorgestellten
Experimenten soll die THM auf das Forschungsfeld der Mikrofluidik übertragen
werden. Dieses vergleichsweise junge Forschungsgebiet beschäftigt sich mit dem
Verhalten von Fluiden (vornehmlich Flüssigkeiten, seltener auch Gase) bei kleinen
Volumina im Sub-Millimeter-Bereich. In diesen Mikro-Dimensionen überwiegen
Diffusion und Kapillarkräfte gegenüber Turbulenzen und Gravitation [69]. Auf-
grund des hohen Oberflächen-zu-Volumen-Verhältnisses erhöht sich die Geschwin-
digkeit biologischer Prozesse und chemischer Reaktionen. Daher brachte das Ge-
biet der Mikrofluidik innerhalb kurzer Zeit viele attraktive Anwendungen in der
analytischen Chemie [70], Biotechnologie [71] , Pharmazie [72–74] und chemi-
schen Synthese [75, 76] hervor. Um beispielsweise in der pharmazeutischen For-
schung spezifische medikamentöse Auswirkungen identifizieren zu können, müs-
sen die biologische Signalübertragungswege und Protein-Protein-Interaktionen
einzelner Zellen verstanden werden. Zur Quantifizierung der Bestandteile einzel-
ner Zellen ist der Nachweis kleinster Proteinmengen und verwandter Moleküle
notwendig. Im Gegensatz zu herkömmlichen Methoden, die mit großen Zellpo-
pulationen durchgeführt werden, vermeiden mikrofluidische Ansätze einen Infor-
mationsverlust durch Ensemble-Mittelungen und einen Bedarf großer Zellmen-
gen [72, 73]. Huang et al. entwickelten diesbezüglich ein mikrofluidisches Sys-
tem zur sukzessiven Zellmanipulation, Zellauflösung, Molekülmarkierung, Mole-
kültrennung und Quantifizierung der Proteinanteile einzelner Zellen mittels der
Einzelmolekül-Fluoreszenzdetektion [74]. In diesem System wurde unter ande-
rem die Anzahl adrenergischer β2-Rezeptoren einer menschlichen Zelle bestimmt.
Dieser Rezeptor spielt eine wichtige Rolle zur pharmakologischen Therapie zahl-
reicher Herz-Kreislauf- und Atemwegserkrankungen.
Die in der Mikrofluidik verwendeten Aufbauten lassen sich typischerweise soweit
miniaturisieren, dass sie in einem sogenannten „lab-on-a-chip“ integriert werden
können. Solche Bausteine haben aufgrund des geringen Gewichts, der kleinen Ab-
messungen, der einfachen Handhabung und der kosteneffizienten Massenproduk-
tion ein großes Potenzial für kommerzielle Anwendungen. Innerhalb dieser Bau-
steine werden je nach Applikation Prozesse wie Mischung, Trennung, chemische
Reaktion und chemische Selektion durchgeführt. Dabei können die Prozesse meist
effizienter gestaltet werden als es im makroskopischem Maßstab möglich ist.
Im Folgenden wird zunächst ein kurzer Überblick über die Grundlagen der Mi-
krofluidik gegeben. Anschließend werden experimentelle Ergebnisse präsentiert,
die erstmals die Anwendung der THM in der Mikrofluidik demonstrieren. In einem
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ersten, anwendungsrelevanten Experiment werden zwei nicht-mischbare Fluide in
einem mikrofluidischen Fluss mittels der THM abgebildet. In einem zweiten, eben-
falls anwendungsrelevanten Experiment wird ein wandnaher Mischungsprozess
zweier Flüssigkeiten in einem mikrofluidischen System mit der THM untersucht.1,2
4.1 Anmerkungen zu relevanten Grundlagen der Mi-
krofluidik
In diesem Abschnitt wird ein grundlegender Überblick über die theoretische Be-
schreibung der für diese Arbeit relevanten Eigenschaften der Mikrofluidik gege-
ben. Für weitere Informationen zur Mikrofluidik sei auf die Referenzen [69, 79]
verwiesen.
In der Hydrodynamik werden die mechanischen Eigenschaften pro Volumenele-
ment definiert. Aus der Masse m ergibt sich die Dichte ρ und aus der Kraft ~F folgt
die Volumenkraftdichte ~f . Analog zur Kinetik starrer Körper führen Kräfte auch in
der Mikrofluidik zu einer Dynamik des Systems. Neben den bereits erwähnten, von
außen wirkenden Kräften ~f wie etwa der Gewichtskraft sind hierbei durch Ober-
flächenspannung σi j der Flüssigkeiten bedingte Kräfte ~∇σi j relevant. Die Dynamik
von Fluiden wird durch die Navier-Stokes-Gleichung beschrieben:
ρ

∂ ~u
∂ t
+ ~u ~∇~u

= ~∇σi j + ~f =−~∇p+η~∇2~u+ ~f . (4.1)
Hierbei bezeichnet ~u = ~u(~r, t) die Strömungsgeschwindigkeit am Ort ~r zum Zeit-
punkt t, p den Druck, und η die Viskosität des Fluids. In dieser Gleichung wurden
die von der Oberflächenspannung induzierten Kräfte durch Druckkräfte und Rei-
bungskräfte beschrieben. In der Mikrofluidik überwiegen typischerweise die Rei-
bungskräfte gegenüber den Trägheitskräften (∝ ~u ~∇~u). Durch Vernachlässigung
der Trägheitskräfte vereinfacht sich die Navier-Stokes-Gleichung zu
ρ
∂ ~u
∂ t
=−~∇p+η~∇2~u+ ~f . (4.2)
Die Dichte gehorcht der Kontinuitätsgleichung
∂ ρ
∂ t
+ ~∇(ρ~u) = 0 . (4.3)
Die in der Mikrofluidik typischerweise verwendeten Flüssigkeiten sind nicht kom-
primierbar (ρ(t) = const). Daher ist gemäß Gleichung (4.3) bei konstanten Rand-
bedingungen eine konstante Strömungsgeschwindigkeit ~u zu erwarten.
1Teile der Ergebnisse dieses Kapitels sind im Rahmen der Masterarbeit von Andreas Büchel
entstanden, die vom Autor mit betreut wurde [77,78].
2Teile der Ergebnisse dieses Kapitels sind in Kooperation mit Dr. Steffen Hardt (TU Darmstadt,
Institut für Nano- und Mikrofluidik) entstanden.
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Mit Hilfe der Gleichungen (4.1) und (4.3) lassen sich Strömungsgeschwindigkei-
ten numerisch sowie teilweise auch analytisch berechnen. Mittels einiger dimen-
sionsloser Kenngrößen können Strömungen auch ohne Auswertung dieser Glei-
chungen in ihren Grundzügen charakterisiert werden. Die im Rahmen dieser Ar-
beit relevanten Kenngrößen sind die Reynolds-Zahl Re sowie die Péclet-Zahl Pe.
Die Reynolds-Zahl Re ist definiert als Verhältnis der Trägheitskraft ~ft ∝ ρU20/L0 zur
Viskositätskraft ~fv ∝ ηU0/L20
Re =
~ft
~fv
=
ρU0L0
η
(4.4)
mit der charakteristischen Strömungsgeschwindigkeit U0 und der typischen Aus-
dehnung L0. Erweitert man die Definition der Reynolds-Zahl mit L
2
0U0, wird die
physikalische Bedeutung klar:
Re =
ρL30U
2
0
ηL20U0
=
2Ekin
WReibung
. (4.5)
Die Reynolds-Zahl gibt das Verhältnis der doppelten kinetischen Energie eines
Flüssigkeitsvolumens L30 zu dessen Reibungsenergie an. Wie bereits oben erwähnt,
sind in mikrofluidischen Systemen die Trägheitskräfte klein verglichen mit den Vis-
kositätskräften. Daher strömt bei geringen Reynolds-Zahlen die Flüssigkeit lami-
nar. Innerhalb solcher Strömungen findet die Durchmischung zweier mischbarer
Flüssigkeiten nahezu ausschließlich durch Diffusion statt. Konvektion kann hier
vernachlässigt werden. Als Maß für die Diffusion in einer mikrofluidischen An-
wendung wird die Péclet-Zahl Pe verwendet
Pe =
U0L0
D
∝ Y
B
. (4.6)
Hierbei bezeichnet D die Diffusionskonstante. Die Péclet-Zahl ist invers proportio-
nal zum Verhältnis der Kanalbreite B zur Kanallänge Y ∝ U0B2/D, die zur Aus-
breitung des durchmischten Bereichs b über die komplette Kanalbreite B im Fluss
zurückgelegt wurde. Eine genaue Definition von b erfolgt in Gleichung (4.9).
Die Diffusion basiert auf der ungerichteten Zufallsbewegung (Brown’sche Be-
wegung) der Flüssigkeitsmoleküle aufgrund ihrer thermischen Energie. Hierbei
kommt es durch einen Konzentrationsunterschied ~∇c zu einem Netto-Transport ~j
der Moleküle, der diesem Gradienten entgegenwirkt. Dieser Prozess wird durch
das erste Fick’sche Gesetz beschrieben
~j =−D ~∇c . (4.7)
Setzt man diese Beziehung in die Kontinuitätsgleichung (4.3) mit der Identität der
Stromdichte ~j = ρ~u ein, so erhält man das zweite Fick’sche Gesetz
∂ c
∂ t
+ ~∇−D~∇c= ∂ c
∂ t
− D∆c = 0 . (4.8)
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Diese Differentialgleichung stellt eine Beziehung zwischen den räumlichen und
den zeitlichen Konzentrationsunterschieden her. Die Lösung der Differentialglei-
chung hängt von den vorliegenden Randbedingungen ab. Betrachtet man die Mi-
schung zweier nebeneinander fließender Flüssigkeiten in einem breiten mikroflui-
dischen Kanal, so lässt sich Gleichung (4.8) auf eine räumliche Dimension senk-
recht zur Fließrichtung vereinfachen. Die Diffusion beginnt hier am Erstkontakt-
punkt der Flüssigkeiten und weist dort ein stufenförmiges Konzentrationsprofil auf
mit
c(x < xc, t = 0) = c0 und c(x ≥ xc, t = 0) = 0 .
Hierbei bezeichnet c0 die Konzentration der reinen Flüssigkeit und xc das Symme-
triezentrum des Profils. Für diese Anfangsbedingungen ergibt sich die Lösung der
Differentialgleichung (4.8) zu [80]
c(x , t) =
c0
2

1− erf
−(x − xc)
2
p
Dt

. (4.9)
Die Funktion
p
Dt = b beschreibt die Breite b des durchmischten Bereichs. Ab-
bildung 4.1 zeigt die nach Gleichung (4.9) berechneten Konzentrationsprofile zu
unterschiedlichen Zeitpunkten. Man erkennt zu Beginn des Prozesses (t=0) den
Sprung in der Konzentrationsverteilung. Durch die Diffusionsstromdichte wird
dieser Gradient mit zunehmender Diffusionszeit abgebaut und geht für große Zei-
ten t →∞ in eine Gleichverteilung mit c(t →∞) = c0/2 über.
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Abbildung 4.1: Simuliertes Konzentrationsprofil c(x , t) einer eindimensionalen, stufenförmi-
gen Startkonzentration nach unterschiedlich langen Diffusionszeiten t . Die Simulation er-
folgte nach Gleichung (4.9) mit einer für Flüssigkeiten typischen Diffusionskonstanten von
D = 500µm2/s.
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4.2 Experimentelle Untersuchung nicht-mischbarer Flui-
de mittels THM
Zur Abbildung mikrofluidischer Systeme wird typischerweise die konfokale Fluo-
reszenzmikroskopie eingesetzt. Hierbei werden Farbstoffmoleküle in die Probe
eingebracht und durch Absorption ein oder mehrerer Photonen eines fokussier-
ten Ultra-Kurzpuls-Lasers angeregt. Die nach Anregung emittierte Fluoreszenz
wird detektiert und zur Untersuchung der Probe benutzt. Die Strahlung ist un-
gerichtet und inkohärent. Der Laserfokus wird durch die Probe bewegt, um eine
drei-dimensionale Abbildung zu erreichen. Als Beispiel für die Verwendung des
Mikroskopieverfahrens in der Mikrofluidik an der TU Darmstadt seien die Un-
tersuchungen von Hahn und Hardt erwähnt, welche die Separation von DNA in
einem wässrigen Zwei-Phasensystem beobachteten [81]. Zur Visualisierung der
DNA wurde diese mit einem Fluoreszenzfarbstoff versehen und mit der konfoka-
len Fluoreszenzmikroskopie detektiert. Im Experiment wurde die DNA einer wäss-
rigen Dextran-Lösung beigefügt und durch einen mikrofluidischen Kanal gepumpt.
Die benachbarten Phasen im Kanal bilden jeweils eine wässrige Polyethylenglycol-
Lösung (PEG). Abbildung 4.2 zeigt den verwendeten Aufbau. Die an der Phasen-
grenze akkumulierte DNA konnte, durch Variation eines homogenen elektrischen
Feldes senkrecht zur Phasengrenze, größenselektiv in die PEG-Phase transportiert
werden.
Abbildung 4.2: Aufbau des verwendeten mikrofluidischen Systems zur größenselektiven
Trennung der DNA nach [82]. Die DNA ist zu Beginn in der Dextran-Phase gelöst. Quer zur
Fließrichtung kann ein homogenes elektrisches Feld angelegt werden. Bei dem mikroflui-
dischen Kanal handelt es sich um eine in Polydimethylsiloxan (PDMS) eingebettete, etwa
50µm starke Vertiefung, die mit einer gläsernen Bodenplatte versiegelt ist [82].
Nachteile der Fluoreszenzmikroskopie sind zum einen, dass nur markierte Stoffe
detektiert werden. Zum anderen, dass das Markieren von Molekülen mit Fluores-
zenzfarbstoffen das System und dessen Eigenschaften verändern kann [83]. Die
THM bietet sich hier als eine markierungsfreie Alternative zur Fluoreszenzmikro-
skopie an. Daher soll die THM zur Abbildung des in [81] und oben beschriebenen
mikrofluidischen Systems eingesetzt werden.
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Abbildung 4.3: Aufbau zur Untersuchung eines mikrofluidischen Zwei-Phasen-Systems mit
der THM. PEG wird über die beiden äußeren Einlasskanäle und Dextran über den zentralen
Einlasskanal in das System gepumpt. Dazu werden drei Spritzenpumpen (New Era Pump
Systems, NE-500) verwendet. Die Einlasskanäle haben eine Breite von 60µm. Die Engstel-
le ist 130µm und der Hauptkanal 400µm breit. Alle Kanäle weisen eine Höhe von 50µm
auf und sind in ein PDMS-Substrat eingebettet. Das PDMS-Substrat ist mit einem gläsernen
Deckgläschen versiegelt. Die Fließrichtung ist entlang der y -Achse und die Propagations-
richtung des Lasers entlang der z-Achse.
Zur Durchführung des Experiments werden die Flüssigkeiten durch Überdruck
in den mikrofluidischen Kanal befördert und in Richtung der y-Achse durch die
Kanäle bewegt (siehe Abbildung 4.3). Die drei Fluidströme der Einlasskanäle ver-
einen sich in einem Hauptkanal und verlassen am Ende des Hauptkanals das Sys-
tem durch einen Auslass. Dieses mikrofluidische System wird als Probe so im nicht-
linear optischen Mikroskop orientiert, dass der Laser (bzw. die optische Achse)
senkrecht zur Bodenplatte des mikrofluidischen Systems propagiert.
Abbildung 4.4 zeigt die gemessene THM-Aufnahme eines x y-Schnitts bei halber
Kanalhöhe. Alle Grenzflächen heben sich durch eine erhöhte Intensität der fre-
quenzverdreifachten Strahlung deutlich vom Untergrund ab. Von links nach rechts
sind die Außenwände der Einlasskanäle, des verjüngten Bereichs des Hauptkanals
sowie des breiten Bereichs des Hauptkanals deutlich sichtbar. Die Phasengrenzen
zwischen den Flüssigkeiten sind ebenfalls klar zu erkennen. Entsprechend ihrer
identischen Volumenströme von QPEG,1 = QDex = QPEG,2 = 1,05µl/min bilden sich
drei Ströme gleicher Breite aus. Die geringe Schwankung der Phasengrenze ist auf
die limitierte Genauigkeit der Volumenströme während der Messung zurückzufüh-
ren.
Abbildung 4.5 zeigt einen xz-Schnitt senkrecht zur Fließrichtung im Bereich des
verjüngten Hauptkanals. In dem betrachteten Schnitt fließen die Flüssigkeiten aus
der Blattebene heraus. Entlang der x-Achse stellt sich die Grenzfläche zwischen
dem PDMS-Substrat und der Glasplatte durch ein hohes Signal dar. Parallel dazu
bei etwa z = 50µm erstreckt sich die Kanaldecke, welche über die dazu senkrech-
ten Kanalwände bei x = −70µm und x = 60µm mit dem Kanalboden verbunden
sind. Innerhalb des rechteckigen Kanalprofils fließen die Fluide. Auch hier sind
die Phasengrenzen zwischen den jeweiligen sich nicht-mischenden Fluiden sicht-
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Abbildung 4.4: THM-Aufnahme der x y -Ebene des mikrofluidischen Systems nach Abbil-
dung 4.2 mit drei transparenten Fluidströmen (PEG, Dextran und PEG), die entlang der y -
Achse fließen. Die räumliche Auflösung dieser Messung beträgt 1µm× 1µm. Die Volumen-
ströme in den drei Einlasskanälen beträgt jeweils QPEG,1 = QDex = QPEG,2 = 1,05µl/min.
Es bildet sich ein stationäres Strömungsbild aus. Die Abbildung kann mit der Lichtmikro-
skopaufnahme in Abbildung 2.10 auf Seite 32 verglichen werden. Parameter der Messung:
Objektiv (10x / NAF = 0,22), Chopperfrequenz (50kHz), mittlere Laserleistung (0,33W),
THG-PMT-Spannung (0,75kV), Lock-In-Einstellungen (Eingangsverstärkung (5), Ausgangs-
verstärkung (150), Integrationszeit (3ms), Zeitkonstante (500µs), Filter-Ordnung (1)).
bar. Die Phasengrenze zeigt eine leichte Krümmung, die sich durch Oberflächen-
spannungen und limitierte Genauigkeit der Volumenströme während der Messung
ergeben. Die Breite der einzelnen Fluidphasen skaliert mit den verwendeten Volu-
menströmen von QPEG,1 = QPEG,2 = 10µl/min in den äußeren und QDex = 1µl/min
in der inneren Phase. Unter- und oberhalb von longitudinal verlaufenden Grenz-
flächen sind Grenzflächen teilweise nicht erkennbar. Zwar sind die Brechungsindi-
zes der Fluide sehr ähnlich (nD,Fluid ≈ 1,33 [78,84–86]), jedoch unterscheiden sich
diese leicht vom Brechungsindex des PDMS-Substrats (nD,PDMS ≈ 1,4 [87]). An lon-
gitudinal verlaufenden Grenzflächen (nahezu paralleler Lichteinfall) führt dieser
Unterschied zu nicht vernachlässigbaren Brechungen und Reflexionen. Dadurch
ergibt sich sowohl eine „Abschattung“ der am Kanalboden konvertierten Strah-
lung als auch eine „Abschattung“ der Laserstrahlung an der Kanaldecke durch die
longitudinal verlaufende Kanalwand. Die Kanalwand selbst führt aufgrund ihrer
longitudinalen Orientierung zu einer höheren Konversionseffizienz und ist auf-
grund des THG-Emissionsprofils in Form zweier Maxima hoher Divergenz weniger
von der „Abschattung“ betroffen (Siehe Kapitel 3.2.2). Ferner wirken sich die Ori-
entierungen der verschiedenen Grenzflächen im mikrofluidischen System auf die
an den Grenzflächen emittierte THG-Gesamtintensität aus. Während die longitudi-
nal verlaufenden Grenzflächen sehr scharfe Maxima aufweisen, zeigen die trans-
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versal verlaufenden Grenzflächen breite Verläufe der Maxima. Wie in Abschnitt
3.2.1 geschildert, ist dies durch das Aspektverhältnis des Fokusvolumens bedingt.
Die geeignet gewählte Probenorientierung ermöglicht daher die Auflösung der nur
10µm voneinander entfernten Phasengrenzen.
Abbildung 4.5: THM-Aufnahme der xz-Ebene eines mikrofluidischen Systems mit drei trans-
parenten Fluidströmen (PEG, Dextran und PEG), die entlang der y -Achse fließen (nach
[57]). Die räumliche Auflösung dieser Messung beträgt 1 × 1 µm. Die Unterbelichtung
der Ecken des Kanals ist auf Abschattung durch die an den senkrechten Grenzflächen
stattfindende, partielle Brechung zurückzuführen. Die Volumenströme in den beiden äuße-
ren PEG-Einlasskanälen beträgt jeweils QPEG,1 = QPEG,2 = 10µl/min, im inneren Dextran-
Einlasskanal QDex = 1µl/min. Durch die konstanten Volumenströme bildet sich ein sta-
tionäres Strömungsbild. Parameter der Messung: Objektiv (20x / NAF = 0,4), Chopper-
frequenz (50kHz), mittlere Laserleistung (0,33W), THG-PMT-Spannung (0,75kV), Lock-
In-Einstellungen (Eingangsverstärkung (5), Ausgangsverstärkung (150), Integrationszeit
(3ms), Zeitkonstante (500µs), Filter-Ordnung (1)).
Die Messungen demonstrieren klar die Möglichkeiten der THM zur Abbildung mi-
krofluidischer Systemen fester Phasengrenzen. Hierbei zeichnet sich die THM ge-
genüber der typischerweise verwendeten Fluoreszenzmikroskopie dadurch aus,
dass keine Marker bzw. Fluoreszenzfarbstoffe verwendet werden, die das Sys-
tem stören können [83]. Da es sich bei der genutzten Erzeugung harmonischer
Frequenzen um einen nicht-resonanten Prozess ohne Energieübertragung an die
Probe handelt, erlaubt die THM auch die Untersuchung temperaturempfindlicher
Proben. Zudem stellt die THM im Gegensatz zur Fluoreszenzmikroskopie, die le-
diglich die mit Markern versehenen Bereiche visualisiert, alle Grenzflächen des
Systems simultan dar.
Es sei angemerkt, dass aufgrund der Isotropie aller beteiligten Medien hier keine
messbare Frequenzverdopplung stattfindet. Die in diesem Experiment nicht auf-
tretende SGH-Emission kann in mikrofluidischen Proben mit eingebrachten, fes-
ten Partikeln zur Abbildung der festen Stoffe genutzt werden um beispielsweise
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Strömungsfelder zu vermessen [4,43,88,89].
4.3 Experimentelle Untersuchung wandnaher Mischun-
gen mittels THM
Im Gegensatz zu nicht-mischbaren Flüssigkeiten (wie z.B. in Abbildung 4.5 oben
gezeigt) besitzen mischbare Flüssigkeiten keine festen Phasengrenzen, sondern
graduelle Übergänge. Da die THM auf einer sprunghaften Änderung der optischen
Materialeigenschaften basiert, sind graduelle Übergänge mit der THM nicht beob-
achtbar. Mischprozesse in einem mikrofluidischen System können dennoch mit
THM sichtbar gemacht werden, wenn die Mischung wandnah erfolgt bzw. in der
Nähe von Kanalwänden beobachtet wird. Zur Demonstration des Verfahrens wur-
de die Mischung von Ethanol und Wasser in einem mikrofluidischen Kanal mittels
THM untersucht. Die beiden transparenten Flüssigkeiten besitzen sehr ähnliche
Brechungsindizes von nEthanol = 1,36 und nWasser = 1,33 bei 810nm und stellen
daher eine schwer zugängliche Probe für die konventionelle, (linear) optische Mi-
kroskopie dar [86,90].
Zur THM-Abbildung von Ethanol und Wasser in der Nähe der Kanalwand wird aus-
genutzt, dass die Intensität der dritten Harmonischen mit der nichtlinearen Sus-
zeptibilität dritter Ordnung skaliert und diese wiederum von Medium zu Medium
variiert. Abbildung 4.6 zeigt die gemessene, relative Intensität der frequenzver-
dreifachten Strahlung aufgetragen gegen die Ethanolkonzentration eines Ethanol-
Wasser-Gemischs in Volumenprozent. Die dritte Harmonische wurde hierbei an
einem Übergang von Quarzglas in das jeweilige Gemisch erzeugt. Die Messwer-
te zeigen eine zweieinhalbfache Steigerung der TH-Intensität an der Grenzfläche
reinen Ethanols (b=100% Vol.) gegenüber jener an der Grenzfläche reinen Wassers
(b=0% Vol.). Für beliebige Mischungsverhältnisse zeigt sich ein linearer Anstieg
der detektierten Intensität mit der Ethanolkonzentration. Zur Veranschaulichung
der Linearität ist eine lineare Regressionsgerade eingezeichnet. Die Linearität der
TH-Intensität bezüglich der Ethanolkonzentration ermöglicht die Bestimmung von
Ethanol-Konzentrationen in Wasser anhand der TH-Signalstärke.
Zur Abbildung der Mischung von Ethanol un Wasser wird ein mikrofluidisches
System in einem Quarzglas-Substrat als Probe verwendet (siehe Abbildung 4.7).
Durch zwei benachbarte Einlasskanäle wird Wasser mit einem Gesamtvolumen-
strom von QW = 1µl/min gepumpt, sowie Ethanol durch den dritten Einlasskanal
mit einem Volumenstrom von QE = 1µl/min. Die drei Einlasskanäle laufen zusam-
men und bilden einen Hauptkanal. Die Propagationsrichtung des Lasers (z-Achse)
verläuft senkrecht zur Bodenplatte des Kanals. Die Fließrichtung der Fluide im
Hauptkanal ist parallel zur y-Achse.
Da die mikrofluidische Strömung laminar ist und keine Turbulenzen auftreten, ba-
siert die Mischung der Flüssigkeiten auf Diffusion. Der Mischungsprozess beginnt
am Erstkontaktpunkt der Fluidströme. Während der Diffusionszeit t werden die
Fluide durch den konstanten Strom um eine gewisse Strecke y fortbewegt. Da-
durch ergibt sich eine räumlich und zeitlich stationäre Konzentrationsverteilung
entlang der Kanäle.
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Abbildung 4.6: Gemessene, relative Intensität der dritten Harmonischen (TH) gegen die
Ethanolkonzentration eines Ethanol-Wasser-Gemischs in Volumenprozent. Die rote Linie
stellt eine lineare Regressionsgerade an die Messwerte dar. Die horizontalen Fehlerbal-
ken ergeben sich durch die Unsicherheit beim Ansetzen des Gemischs. Zur Unterdrückung
von Einflüssen durch veränderte Transmission und Laserschwankungen wurde die TH-
Intensität der Gemisch-Quarzglas-Grenzfläche relativ zur TH-Intensität einer Quarzglas-
Luft-Grenzfläche oberhalb der Probe angegeben. Parameter der Messung: Objektiv (25x /
NA = 0,6), Chopperfrequenz (50kHz), mittlere Laserleistung (0,5W), THG-PMT-Spannung
(0,55kV), Lock-In-Einstellungen (Eingangsverstärkung (5), Ausgangsverstärkung (150), In-
tegrationszeit (4ms), Zeitkonstante (2ms), Filter-Ordnung (1)).
Abbildung 4.7: Aufbau zur Untersuchung der Diffusion von Ethanol und Wasser mit der
THM. Ethanol wird über einen der äußeren Einlasskanäle und Wasser über die beiden
verbleibenden Einlasskanäle in das System gepumpt. Dazu werden drei Spritzenpumpen
(New Era Pump Systems, NE-500) mit den Spritzen (Hamilton, 1710) verwendet. Die Kanäle
sind in ein Quarzglas-Substrat eingebettet und weisen eine Breite von 300µm und eine
Höhe von 100µm auf.
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Mit Hilfe der THM wird die räumliche Konzentrationsverteilung des Ethanols am
Kanalboden ermittelt. Hierzu wird der Laserfokus in der x y-Ebene über den Ka-
nalboden bewegt und dabei die emittierte Intensität der dritten Harmonischen
vermessen. Die Messwerte sind jeweils um den Untergrund aus einer Referenz-
messung an einem Kanal mit reinem Wasser reduziert.
In Abbildung 4.8 (a) ist die THM-Aufnahme der Mischung von Ethanol und Wasser
im mikrofluidischen System zu sehen. Der x y-Schnitt zeigt den Verlauf der Diffu-
sion im Hauptkanal ab der Vereinigung der Einlasskanäle. Die Bereiche reinen
Ethanols weisen das höchste Signal auf. Im Gegensatz dazu zeigen die Bereiche
reinen Wassers kein TH-Signal, aufgrund der Differenzbildung mit der Referenz-
messung an reinem Wasser. Während am linken Bildrand ein abrupter Übergang
von orange nach schwarz zu beobachten ist, wird dieser Übergangsbereich (blau)
zum rechten Bildrand hin immer breiter. Diese Verbreiterung des Übergangsbe-
reichs zeigt den Verlauf der Diffusion entlang des Hauptkanals. Exemplarisch sind
in den Abbildungen 4.8 (a) und (b) zwei vergrößerte Ausschnitte der aufgenom-
menen Konzentrationsverteilung dargestellt.
Zur quantitativen Auswertung der Daten werden die Konzentrationsprofile senk-
recht zur Fließrichtung betrachtet. Exemplarisch ist dazu das Konzentrationsprofil
y = 738µm nach dem Erstkontaktpunkt der Fluide in Abbildung 4.9 dargestellt.
Die Grenzen des mikrofluidischen Kanals sind durch die beiden vertikalen, gestri-
chelten Linien angedeutet. Außerhalb des Mikrofluidikkanals verschwindet das
Signal der frequenzverdreifachten Strahlung, da hier keine Grenzfläche existiert,
mit welcher der Laserfokus überlappen könnte. Innerhalb des Kanals fällt das Si-
gnal mit zunehmender x-Position von einem hohen, konstanten Plateau monoton
bis auf Null ab. Da die untergrundbereinigte Intensität der dritten Harmonischen
direkt proportional zur Ethanolkonzentration ist, entspricht das Plateau dem Be-
reich puren Ethanols. Die Datenpunkte im Bereich der rechten Kanalwand liegen
nahe Null und repräsentieren den Bereich puren Wassers. Die Übergangsbreite b
des blau schattierten Gradienten in der Mitte beschreibt den Fortschritt der Diffu-
sion. Die Breite b wird durch Anpassung des nach Abschnitt 4.1 zu erwartenden
Verlaufs des Diffusionsprofils gemäß der zeitinvarianten Form von Gleichung (4.9)
c(x) =
c0
2

1− erf
−(x − xc)
2b

(4.10)
an die Messwerte zu b = (15 ± 2)µm bestimmt. Die Breite b ist hierbei defi-
niert als Abstand der Punkte mit einer Amplitude von 24% und 76% der Maxi-
malamplitude. Mittels der mittleren Fließgeschwindigkeit v¯ kann aus der Position
y die Diffusionszeit t berechnet werden. Die Fließgeschwindigkeit ergibt sich aus
dem Gesamtvolumenstrom QW +QE = 2µl/min und der Kanalquerschnittsfläche
A= 300µm× 100µm zu
v¯ =
QW +QE
A
= 1,11mm/s. (4.11)
Die Diffusionszeit t = y/v¯ für das in Abbildung 4.9 gezeigte exemplarische Kon-
zentrationsprofil bei y = 738µm ergibt sich damit zu 0,66 s.
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Abbildung 4.8: (a) THM der Ethanolkonzentration an der Unterseite des Mikrofluidikkanals
(nach [91]). Um das Signal-Rausch-Verhältnis zu verbessern, sind die Daten über jeweils
drei Messungen gemittelt. Zur besseren Orientierung wurde die Kanalgeometrie durch zu-
sätzliche weiße Linien angedeutet. Der Erstkontaktpunkt der beiden Flüssigkeiten an den
Kanaleingängen wurde als Ursprung des Koordinatensystems gewählt. Die gelbe gestri-
chelte Linie skizziert die Position des Querschnitts der in Abbildung 4.9 dargestellt ist. Der
abgebildete Bereich hat eine Ausdehnung von 4,1mm × 0,5mm (bzw. 2050 × 250 Bild-
punkte). Die Abbildung wurde aus mehreren sich überlappenden Einzelmessungen der
Größe 0,6mm × 0,6mm zusammengesetzt. Die räumliche Auflösung beträgt 2µm. Die
leichte Fluktuation der absoluten Position des Übergangsbereichs von Ethanol zu Was-
ser ist auf die leichte Diskontinuität der Flussrate zurückzuführen. Die Fluktuationen ha-
ben keine signifikanten Auswirkungen auf die Bestimmung der Übergangsbreite oder des
Diffusionskoeffizienten. Die zwei unterbelichteten Bereiche am Ende des Auslasskanals
wurden durch Oberflächenschäden der Kanalunterseite verursacht. Zudem ist am rech-
ten Bildrand eine Überbelichtung (vertikale weiße Linie) zu beobachten, vermutlich auf-
grund einer durchströmenden Luftblase. Diese lokalen Störungen werden für die weitere
Auswertung nicht berücksichtigt. Parameter der Messung: Objektiv (10x / NAF = 0,22),
Chopperfrequenz (75kHz), mittlere Laserleistung (0,5W), THG-PMT-Spannung (0,75kV),
Lock-In-Einstellungen (Eingangsverstärkung (5), Ausgangsverstärkung (90), Integrations-
zeit (2ms), Zeitkonstante (500µs), Filter-Ordnung (1)). (b) & (c) Vergrößerte Darstellungen
der beiden Bereiche innerhalb der gelb gepunkteten Quadrate.
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Abbildung 4.9: Untergrundbereinigte TH-Intensität entlang eines Kanalquerschnitts an der
Position y = 738µm (siehe gelb gestrichelte Linie in Abbildung 4.8). Die TH-Intensität
ist nach Untergrundbereinigung direkt proportional zur Ethanolkonzentration. Die gestri-
chelten Linien deuten die Ränder des Mikrofluidikkanals an. Die blauen Punkte zeigen die
gemessenen Daten. Die rote Kurve ist eine Anpassung des erwarteten Konzentrationspro-
fils gemäß Gleichung (4.10) an die Messwerte. Der in Blau schattierte Bereich stellt die
angepasste Übergangsbreite b dar.
Zur Beschreibung der Diffusion wird die Breite b für alle Konzentrationsprofile
senkrecht zur Fließrichtung bestimmt. Um statistische Schwankungen zu reduzie-
ren, werden die ermittelten Werte für die Breite b über 300 benachbarter Konzen-
trationsprofile gemittelt. Bei der Mittelung werden Werte ignoriert, deren relative
Unsicherheit mehr als 50% betragen, sowie Werte deren relative Abweichung vom
Mittelwert größer ist als 50%. Abbildung 4.10 zeigt die ermittelten Breiten b des
Diffusionsbereichs, aufgetragen gegen die verstrichene Diffusionszeit t = y/v¯ . Die
Fehlerbalken der Datenpunkte stellen die jeweilige Standardabweichung der Mit-
telung dar. Wie in Abschnitt 4.1 gezeigt, ist die Breite b des Diffusionsbereichs
gegeben durch
b(t) =
p
D · t (4.12)
mit der Diffusionskonstanten D. Eine Anpassung dieser Funktion an die Da-
tenpunkte liefert eine Diffusionskonstante von (460 ± 30)µm2/s. Dieser Wert
liegt innerhalb des theoretisch vorhergesagten Bereich von Dmin = 380µm2/s bis
Dmax = 840µm2/s von Zhang et al. und ist ebenfalls konsistent mit den Ergebnis-
sen makroskopischer Experimente von Tyn und Calus [92,93]. Zum besseren Ver-
gleich ist der von Zhang et al. theoretisch vorhergesagte Bereich als blaue Schat-
tierung in Abbildung 4.10 eingezeichnet. Die im Rahmen dieser Arbeit bestimmte
Diffusionskonstante liegt eher im unteren Bereich der theoretischen Vorhersage.
Hierfür können mehrere Ursachen verantwortlich sein: Zur Vereinfachung wurde
im Rahmen dieser Arbeit angenommen, dass es sich bei dem Diffusionskoeffizien-
ten um eine Konstante handelt. Allerdings ist diese abhängig von der Konzentra-
tion der Fluide. Die Diffusionskonstante ist hierbei maximal für pure Fluide und
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Abbildung 4.10: Entwicklung der Übergangsbreite b mit der Diffusionszeit t . Die blauen
Punkte zeigen die ermittelten Daten. Die Fehlerbalken berücksichtigen die Standardabwei-
chung der Mittelung über maximal 300 benachbarte Übergangsbreiten. Die rote Linie stellt
den angepassten Verlauf der zu erwartenden Funktion
p
D · t dar. Die blaue Schattierung
stellt den simulierten Erwartungsbereich zwischen den berechneten minimalen und maxi-
malen Diffusionskoeffizienten dar [92]. Der experimentell bestimmte Verlauf ist in Überein-
stimmung mit dem theoretisch vorhergesagten Bereich.
minimal für nahezu gleichverteilte Konzentrationen [92,93]. Da die hier betrach-
tete Diffusion bereits nach kurzer Zeit hauptsächlich im Übergangsbereich mit
ähnlichen Konzentrationen der Fluide stattfindet, ist eine eher kleinere, mittlere
Diffusionskonstante zu erwarten. Zusätzlich gestützt wird diese Vermutung durch
eine größere, experimentell ermittelte Diffusionskonstante (Dkurz = 740µm2/s)
für sehr kurze Diffusionszeiten (t < 0,5 s) – also Diffusion nahezu purer Fluide.
Dieser Wert wurde im Rahmen einer Masterthesis in einer weiteren Messreihe bei
erhöhtem Volumenstrom bestimmt [78]. Längere Diffusionszeiten können in der
verwendeten Geometrie nicht betrachtet werden, da nach einigen Sekunden der
Diffusionsbereich sich über die komplette Kanalbreite ausdehnt. In diesem Fall ist
die Voraussetzung konstanter Konzentrationen an den Rändern nicht mehr erfüllt
und damit das zugrunde liegende Modell ungültig (vgl. Abbildung 4.1 für t = 1 s
und t = 10 s auf Seite 74). Weiterhin wurde eine räumlich konstante, mittlere
Fließgeschwindigkeit angesetzt, in einem realistischeren Modell müsste ein durch
Wandreibung bedingtes parabolisches Geschwindigkeitsprofil verwendet werden.
Die Ergebnisse dieses Abschnitts stimmen trotz des zugrunde liegenden, einfa-
chen Modells mit den theoretischen und experimentellen Erwartungswerten der
Literatur überein. Damit konnten die Möglichkeiten der THM zur Bestimmung
oberflächennaher, zweidimensionaler Konzentrationsverteilungen erfolgreich de-
monstriert werden. Besonders hervorzuheben ist dabei, dass dazu kein beson-
derer Aufbau notwendig ist, sondern in einem unveränderten Mikrofluidikkanal
gemessen werden kann. Somit lässt sich dieses Verfahren auch auf viele weitere
Systeme, wie beispielsweise zur Visualisierung der Kinetik chemischer Reaktionen
übertragen [94, 95]. Zudem wurde in zwei im Rahmen dieser Arbeit entstande-
nen Masterarbeiten eine schwache Abhängigkeit der Frequenzkonversion von der
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Temperatur nachgewiesen [54, 77, 78]. Dies eröffnet die Möglichkeit auch wand-
nahe Wärmetransportprozesse mit der THM zu untersuchen [94,96–98].
Zusammenfassend wurde die THM erfolgreich zur Untersuchung mikrofluidischer
Systeme angewandt. Die THM ermöglicht eine hochauflösende, dreidimensio-
nale Visualisierung transparenter Proben mit homogenen Brechungsindex. Im
Gegensatz zu alternativen Mikroskopie-Verfahren werden bei der THM die Pro-
ben weder durch Marker, Farbstoffe oder Energieeinträge gestört. Neben festen
Phasengrenzen sind mit der THM sogar wandnahe Konzentrationen und Tem-
peraturen berührungslos nachweisbar. Hierbei wurden sowohl mikrofluidische
Systeme nicht-mischbarer als auch mischbarer Fluide erfolgreich untersucht.
Bisher wurden aufgrund der benötigten Aufnahmedauer statische Systeme be-
trachtet. Durch technische Erweiterungen wie der Einzelphotonendetektion [99],
der resonanten Bewegung des Galvo-Scanners [45, 99] und multifokaler Ansät-
ze [67] können THM-Aufnahmen in Videogeschwindigkeit durchgeführt werden,
um so auch dynamische Prozesse in der Mikrofluidik zu untersuchen. Zudem kön-
nen Ansätze basierend auf der chromatischen Aberration und spektralaufgelös-
ten Detektion als alternative Tiefenauflösung [40] oder Verwendung komplexer
Polarisationszustände zur Optimierung der transversalen Auflösung [100, 101]
zusätzlich das Potenzial der nichtlinear optischen Mikroskopie für zukünftige
Anwendungen steigern.
85
Zusammenfassung und Ausblick
Zusammenfassung und Ausblick
Zusammenfassung
Im Rahmen dieser Arbeit wurde ein Mikroskop basierend auf der Frequenzver-
dopplung (SHG) und der Frequenzverdreifachung (THG) zur dreidimensionalen
Visualisierung transparenter Proben aufgebaut. An diesem nichtlinear optischen
Mikroskop wurde die Abhängigkeit der räumlichen Auflösung, der Konversionsef-
fizienz und des transversalen Emissionsprofils von der Grenzflächenorientierung
einer heterogenen Probe untersucht. Darüber hinaus wurde die THG-Mikroskopie
erstmals auf das Forschungsgebiet der Mikrofluidik übertragen.
Der Einfluss der Grenzflächenorientierung auf die Emission der SHG und THG
wurde an einer Quarzglaskapillare in einem brechungsindexangepassten Immer-
sionsöl systematisch untersucht. Die dreidimensionalen Aufnahmen bzw. zwei-
dimensionalen Schnitte der SHG-Mikroskopie (SHM) und der THG-Mikroskopie
(THM) zeigten, dass die Richtung der Laserpolarisation keinen Einfluss auf die
Konversionseffizienz und die räumliche Auflösung der THM-Aufnahme hat. Dies
widerspricht früheren numerischen Simulationen, stimmt allerdings gut mit dem
intuitiven Ansatz der Frequenzverdreifachung in isotropen Medien überein. Im
Gegensatz dazu führt die Rotation der Laserpolarisation in der SHM zu einer
großen Modulation der Signalstärke. Dies ist auf eine Anisotropie der schwachen
Suszeptibilität zweiter Ordnung in Quarzglas zurückzuführen.
Die Grenzflächenneigung bezüglich der Strahlachse beeinflusst die Signalstär-
ke und die räumliche Auflösung, sowohl in der SHM wie auch in der THM. Im
Gegensatz zu früheren, numerischen Simulationen ist die Intensität der zweiten
und dritten Harmonischen an Grenzflächen parallel zur optischen Achse höher
als an Grenzflächen orthogonal dazu. Dies korreliert mit der Größe der geometri-
schen Schnittfläche von Laserfokus und Grenzschicht. In der nichtlinear optischen
Mikroskopie ermöglicht eine geschickte Wahl der Probenorientierung die Opti-
mierung der räumliche Auflösung und des Signal-Rausch-Verhältnisses.
Erstmals wurde das räumliche Emissionsprofil der dritten Harmonischen bei un-
terschiedlichen Grenzflächenorientierungen vermessen. Hierbei zeigte sich, dass
nur an Grenzflächen senkrecht zur Strahlrichtung die erzeugte dritte Harmoni-
sche ein Gauß-Profil mit einem intensiven Maximum in Vorwärtsrichtung auf-
weist. Lediglich in dieser Geometrie beträgt der Durchmesser der dritten Harmo-
nischen etwa 1/
p
3 des Durchmessers des Laserprofils. Dieses Verhältnis deckt
sich mit intuitiven, theoretischen Ansätzen der Frequenzverdreifachung. Wird die
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Grenzflächenneigung bezüglich der optischen Achse variiert, so ändert sich auch
das Emissionsprofil der dritten Harmonischen signifikant. Mit Verringerung des
Schnittwinkels zwischen der Grenzfläche und der Strahlachse entfernt sich das
Maximum des THG-Emissionsprofils von der optischen Achse. Für nahezu longi-
tudinal verlaufende Grenzflächen entsteht gegenüber dem Maximum ein zweites
zunächst schwächeres Maximum. Die Intensität der beiden Maxima erreicht bei
einer perfekt longitudinal verlaufenden Grenzfläche gleiche Werte. In diesem
Fall liegen die beiden Maxima auf einem Emissionskegel, dessen Öffnungswinkel
größer ist als jener des fokussierenden Objektivs. Das Emissionsprofil dreht sich
bei Rotation der Grenzfläche um die optische Achse mit. Die Emissionsprofile
bestätigen sowohl frühere, numerische Simulationen als auch die im Rahmen
dieser Arbeit entstandenen Simulationen. Als wichtige Konsequenzen für die THM
erfordert die Signalerfassung für moderate Fokussierungen eine numerische De-
tektionsapertur (entgegen der bislang in der Literatur vorherrschenden Meinung),
die deutlich über jener des fokussierenden Objektivs liegt. Zudem ist bei multi-
fokalen Ansätzen eine geeignete Abbildung auf den ortsauflösenden Detektor zu
verwenden. Die Ablenkung des Intensitätsmaximums sowie das Intensitätsver-
hältnis der Maxima des Emissionsprofils der dritten Harmonischen eröffnet die
Möglichkeit die Orientierung einer mikroskopischen Grenzfläche festzustellen,
ohne dabei ein vollständiges dreidimensionales Bild aufnehmen zu müssen.
Die Methode der THM wurde im Rahmen dieser Arbeit erstmals auf das For-
schungsgebiet der Mikrofluidik übertragen. Die THM-Aufnahmen zeigten eine
hochauflösende Visualisierung von Phasengrenzen nicht-mischbarer Flüssigkeiten
in einem mikrofluidischen System. Verglichen mit der typischerweise verwende-
ten Fluoreszenzmikroskopie müssen hier keine Marker verwendet werden, die
Untersuchung temperaturempfindlicher Proben ist möglich und es werden alle
Grenzflächen des Systems simultan abgebildet.
In einem weiteren Experiment wurde die Ethanolkonzentration bei der Mischung
von Ethanol und Wasser durch die Intensität der am Kanalboden erzeugten, fre-
quenzverdreifachten Strahlung ermittelt. Das gemessene, zweidimensionale Profil
zeigte die stationäre Konzentrationsverteilung eines fließenden, mikrofluidischen
Systems. Durch die Anpassung theoretisch erwarteter Konzentrationsprofile ge-
lang es einen Diffusionskoeffizienten von D = (460 ± 30)µm2/s zu bestimmen.
Der ermittelte Koeffizient ist konsistent mit jüngsten, theoretischen Vorhersagen
als auch mit früher gemessenen Werten in deutlich komplexeren Aufbauten.
Die Ergebnisse zeigen eindrucksvoll das Potential der THM. Zudem Bedarf es
keinen speziellen Anpassungen der typischerweise verwendeten, mikrofluidi-
schen Systeme. Neben der Untersuchung von Diffusionen bzw. Mischungen ist
es denkbar, auch wandnahe Temperaturgradienten oder Dynamiken chemischer
Reaktionen mit der THM aufzunehmen.
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Ausblick
Die in den diskutierten Experimenten erarbeiteten Erkenntnisse zur Abstrahlcha-
rakteristik der THM, sowie der Anwendung in der Mikrofluidik bieten eine Viel-
zahl von Möglichkeiten für weitere, systematische Untersuchungen wie auch An-
wendungen. In der numerischen Simulation wurden bisher Systeme mit homo-
genem Brechungsindex betrachtet. Die Einführung von Brechungsindexvariatio-
nen mit den Effekten Brechung, Streuung und Reflexion erlaubt die exaktere
Berechnung realer Systeme. Dadurch wird die Simulation der Emission von fre-
quenzverdreifachter Strahlung in Rückwärtsrichtung, der Epi-THG-Mikroskopie,
ermöglicht. Durch einen zusätzlichen Detektionskanal der frequenzverdreifachten
Strahlung in Rückwärtsrichtung ist die experimentelle Untersuchung des Einflus-
ses der Grenzflächenorientierung auf die Epi-THG-Mikroskopie denkbar. Da in der
Epi-THG-Mikroskopie Anregungs- und Detektionsstrahlengang vor der Probe lie-
gen, ist ein kompakterer Aufbau und die Untersuchung nicht-transparenter Pro-
ben möglich. Zudem bietet eine sensitivere Detektion die Gelegenheit eine von
der Grenzflächenorientierung unabhängige, geringe Emission der dritten Harmo-
nischen entlang der optischen Achse zu überprüfen. Evidenzen für diese Strahlung
wurden in den Simulationen beobachtet.
Da in vielen Anwendungen der nichtlinear optischen Mikroskopie stark brechen-
de Objektive zur Fokussierung verwendet werden, ist eine systematische Unter-
suchung des Einflusses der numerischen Apertur des Objektivs in Simulation und
Experiment sinnvoll. Darüber hinaus ist eine höhere Aufnahmegeschwindigkeit
des Aufbaus durch Verwendung mehrerer Fokusse und eine resonante Bewegung
des Galvo-Scanners erreichbar. Eine weitere Steigerung der Aufnahmegeschwin-
digkeit bietet der Verzicht der axialen Bewegung des Objektivs durch Ausnutzen
der chromatischen Aberration in der Fokussierung. In einer spektral aufgelösten
Detektion ergibt sich die axiale Fokusposition hierbei durch die Wellenlänge der
dritten Harmonischen. Wird zusätzlich die Zentralwellenlänge des Lasers durch-
gestimmt, lassen sich über den „spektralen Fingerabdruck“ die Probeninhaltsstof-
fe identifizieren. Numerische Simulationen zeigten, dass der Polarisationszustand
der Laserstrahlung einen Einfluss auf die räumliche Fokusausdehnung hat. In den
Simulationen lässt sich radial polarisierte Strahlung besonders gut fokussieren.
Durch einen räumlichen Phasenmodulator im Mikroskopstrahlengang sind kleine-
re Fokusse und damit eine verbesserte, räumliche Auflösung zu erwarten.
Durch eine erhöhte Aufnahmegeschwindigkeit der THM sind auch dynamische
Prozesse in der Mikrofluidik visualisierbar. Somit eröffnet sich beispielsweise die
Möglichkeit der Untersuchung struktureller Änderungen thermosensitiver Mate-
rialien, die Visualisierung der Dynamik grenzflächenaktiver Substanzen (Tenside)
sowie die Bestimmung chemischer Reaktionsdynamiken. Zudem macht eine nähe-
re Betrachtung der Temperaturabhängigkeit der Konversionseffizienz die Beobach-
tung wandnaher Wärmetransportprozesse denkbar. Die spezifische Abstrahlungs-
charakteristik verschiedener Grenzflächenorientierungen ermöglicht die Bestim-
mung der Ausrichtung mikroskopischer Strukturen wie beispielsweise die Mes-
sung des Ordnungsparameters von Flüssigkristallen. Ein portables nichtlinear op-
tisches Mikroskop, basierend auf einem Faserlaser und einem bereits umgesetzten,
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kompakten Aufbau zur dreidimensionalen Fokuspositionierung sowie frequenzse-
lektiver Detektion könnte in Zukunft die Anwendung der THM erleichtern.
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Abstract
Abstract
The thesis deals with nonlinear optical microscopy based on third harmonic
generation (THG) and second harmonic generation (SHG). In particular, we ex-
perimentally study the effect of interface orientations upon the obtained spatial
resolution, total yield and emission profile in second and third harmonic micros-
copy (SHM and THM). Moreover, the thesis contains the first application of THM
in the emerging field of microfluidics.
The first part of the thesis presents and discusses systematic experimental inves-
tigations with regard to the effect of laser polarization and interface orientation
in SHM and THM. The test object is a fused silica capillary in an index-matched
liquid, which is entirely invisible for conventional (linear) microscopy. The obtai-
ned high-resolution three-dimensional images and two-dimensional lateral cuts
of the capillary SHM and THM reveal several characteristic features: First, the
direction of the laser polarization plays no role for signal intensity and resolution
in the THM image. Second, the direction of the laser polarization leads to a large
modulation of the SHM yield. This is due to some residual second order aniso-
tropy even in an amorphous material such as fused silica. Third, the interface
orientation affects signal strength and spatial resolution, both in THM as well as
SHM. This feature enables spatial characterization of the laser focus. As an (on
the first glance) surprising feature, also interfaces oriented parallel to the laser
beam direction yield strong harmonic signal. This is due to the larger effective
area responsible for harmonic emission in this geometry. Additional experiments
reveal a variation of the spatial profile of the emitted third harmonic with the
orientation of the interface. The results show, that only at interfaces perpendicular
to the direction of the fundamental laser beam, the THG emission profile shows a
single intense spot in forward direction. When the interface orientation changes
towards parallel with regard to the fundamental beam, the spatial profile of the
emitted third harmonic varies significantly. In the case of interface orientations
other than perpendicular, the third harmonic intensity profile moves outside the
forward direction and develops into a double-spot beam with a large opening
angle in between. The intensity ratio between the two intensity spots varies with
the interface orientation. It increases towards unity for an interface parallel to
the fundamental laser beam. The numerical aperture of the double-spot third
harmonic beam exceeds the numerical aperture of the fundamental beam. These
findings have important consequences for applications of THM. First, imaging of
microscopic interfaces at arbitrary orientation requires THG signal collection at
sufficiently large numerical aperture, i.e. beyond the numerical aperture of the
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fundamental beam. Second, double-spot THG emission profiles from interfaces
of other than perpendicular orientation require careful design of multi-foci THM
setups. Third, the dependence of THG emission with interface orientation offers
possibilities to determine orientation angles of microscopic surfaces from the in-
tensity distribution in THG emission profiles.
The second part of the thesis demonstrates applications of THM in microflui-
dics. In particular, we image a microfluidic flow of nonmixing, transparent fluids
by THM. Compared to the standard fluorescence microscopy, THM requires no
labeling, staining or resonant excitation and visualizes all interfaces. Moreover,
we image the near-surface diffusion of two miscible, transparent fluids (i.e. etha-
nol and water) in a microfluidic device by THM. After calibration with a pure
water sample, the third harmonic yield is directly proportional to the ethanol
concentration in the sample. Thus, the technique enables direct mapping of etha-
nol concentrations in microflows near a surface with a spatial resolution in the
range of micrometers. From the image, we deduce a diffusion coefficient for etha-
nol/water samples of D = (460±30)µm2/s. The investigations clearly demonstrate
the potential of THM, even under the challenging conditions of transparent fluids
and similar refractive indices. This serves, for example, to obtain information on
mixing processes, temperature gradients, or reaction dynamics in microfluidic
devices, at large spatial resolution and without perturbation of the samples.
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Numerische Simulation der THM
A.1 Simulation des abgestrahlten Intensitätsprofils
Die analytische Lösung für die elektrische Feldamplitude der frequenzkonvertier-
ten Strahlung aus Gleichung (1.31)
A0,qω (z) =
i qω
2"0nqω c
χ (q) Aq0,ω
∫ z
z0
exp[i∆k z′]
(1+ iz′/z˜)q−1
dz′
ermöglicht lediglich die Betrachtung von Grenzflächen, die orthogonal zur Strahl-
achse verlaufen. Im Rahmen der vorliegenden Arbeit waren jedoch beliebige Ori-
entierungen der Grenzfläche von Interesse. Dazu ist das Volumenintegral aus Glei-
chung (1.43)
~E(3ω)(~R) =
eik3ωR
4piR
~eiAi j
∫
V
dV ′ e−ik3ω ~N ·~r ′P(3ω)j (~r ′) =
eik3ωR
4piR
~eiAi jF
(3ω)
j (Θ,Φ)
mit der Hilfsfunktion ~F (3ω)(Θ,Φ) zu lösen. Zum Vergleich der Simulation mit den
Experimenten der Abstrahlcharakteristik der dritten Harmonischen wird daraus
die winkelaufgelöste Intensität
I (3ω)(Θ,Φ) =
"0c
2
~eiAi j
4pi
∫
V
dV ′ e−ik3ω ~N ·~r ′P(3ω)j (~r ′)
2
nach Gleichung (1.48) berechnet, beziehungsweise die Gesamtleistung
Π(3ω) =
"0c
2
2pi∫
0
dΦ
Θmax∫
0
dΘR2 sinΘ
~E(3ω)(~R )2
nach Gleichung (1.44). Diese Gleichungen sind im Allgemeinen nicht analytisch
lösbar, sondern erfordern eine numerische Behandlung.
Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde in Kooperation mit Dr. Alexander Ro-
manenko von der Kiew National Taras Shevchenko Universität ein Programmco-
de in C++ entwickelt [102]. Hierzu wird zunächst das erzeugte Feld der dritten
Harmonischen im Bereich des Fokus berechnet. Aufgrund der vorliegenden Sym-
metrie wird ein zylindrisches Koordinatensystem verwendet (z′ ∈ [z′min, z′max], mit
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Abbildung A.1: In der Simulation verwendete Geometrie, Orientierung und zugrunde lie-
gende Variablen.
|z′min|, |z′max | ≥ 100µm und ρ′ ∈ [0,ρ′max], mit |ρ′max | ≥ 6µm). Da lediglich qualita-
tive Ergebnisse der Simulation zu erwarten sind, werden die Suszeptibilitäten der
beiden Medien innerhalb des Fokusvolumens zu χ1 = 1 und χ2 = 0 gewählt. Alle
weiteren Parameter werden entsprechend den Messungen gewählt (λ = 810nm,
NAF = 0,22, etc.). Analog zu den Auswertungen der Experimente wird die Grenz-
flächenorientierung durch den Polarwinkel θ und den Azimutwinkel ϕ der Grenz-
flächennormalen beschrieben. Abbildung A.1 zeigt eine schematische Darstellung
der in der Simulation verwendeten Geometrie und Orientierung sowie der zu-
grunde liegenden Variablen. Aufgrund der verschwindenden Suszeptibilität des
zweiten Mediums ist es ausreichend, die Integrationen lediglich über das Volumen
des ersten Mediums auszuführen. Somit ergibt sich die Integration zu
~F (3ω)(Θ,Φ) =
2pi∫
0
dϕ′
ρ′2(ϕ′)∫
ρ′1(ϕ′)
dρ′
z′2(ρ′,ϕ′)∫
z′1(ρ′,ϕ′)
dz′ρ′ exp[−ik3ω ~N ·~r ′]~P(3ω)(~r ′) . (A.1)
Da in der Simulation beliebige Grenzflächenorientierungen betrachtet werden,
sind die Integrationsgrenzen entsprechend der Grenzflächenorientierung zu wäh-
len. Zur Berechnung der Integrationsobergrenze z′2 des innersten Integrals ver-
wendet man die Orthogonalität der Ortsvektoren der Grenzfläche ~r ′ = (x ′, y ′, z′2)
und der Grenzflächennnormalen ~ni = (ni,x ′ ,ni,y ′ ,ni,z′)
~r ′ · ~ni != 0⇔ z′2 =
0− x ′ni,x ′ − y ′ni,y ′
ni,z′
. (A.2)
In Zylinderkoordinaten vereinfacht sich der Ausdruck zu
z′2 =
0−ρ′ cos(ϕ′−ϕ) sinθ
cosθ
. (A.3)
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Dieser Ausdruck gilt, solange er kleiner gleich z′max bleibt. Wird er größer, so gilt
z′2 = z′max . Analog dazu gilt für kleinere Werte als z′min, dass z′2 = z′min gesetzt wird.
Für die Untergrenze gilt stets z′1 = zmin.
Für die radiale Integrationsgrenze sind drei Fälle, wie in Abbildung A.2 gezeigt, zu
unterscheiden.
Abbildung A.2: Unterscheidung der drei möglichen Fälle an der Unter- bzw. Oberseite des
Integrationszylinders.
• Im ersten Fall, schneidet die Grenzfläche die Unter- bzw. Oberseite des Inte-
grationsvolumens nicht. Hier sind die Grenzen unabhängig von ϕ′:
ρ′1(ϕ
′) = 0 und ρ′2(ϕ
′) = ρmax .
In diesem Fall ist die Integrationsreihenfolge von ϕ′ und ρ′ austauschbar.
• In den beiden anderen Fällen schneidet die Grenzfläche die Unter- und
Oberseite des Integrationsvolumens. Wir nehmen hier eine Orientierung der
Grenzfläche von ϕ = 0 an. Dadurch ergibt sich ein vereinfachtes Skalarpro-
dukt, für die Grenzfläche auf der Unterseite
ni,x ′ l + ni,z′z
′
min
!
= 0⇔ l =−ni,z′z
′
min
ni,x ′
=− cosθ z
′
min
cosϕ sinθ
. (A.4)
Die Position l auf der x ′-Achse ist die Schnittposition der Grenzfläche und
der Unterseite des Integrationsvolumens. Für positive Werte von l ergibt sich
der zweite Fall mit den Grenzen
ρ′1(ϕ′) = 0 und ρ′2(ϕ′) = ρmax für ϕ′ ∈ [β , 2pi− β]
bzw. ρ′1(ϕ′) = 0 und ρ′2(ϕ′) = l/ cosϕ′ sonst.
• Analog dazu ergibt sich der dritte Fall für negative Werte von l zu
ρ′1(ϕ′) =−l/ cosϕ′ und ρ′2(ϕ′) = ρmax für ϕ′ ∈ [pi− β ,pi+ β]
bzw. ρ′1(ϕ′) = 0 und ρ′2(ϕ′) = 0 sonst.
Der Winkel β ergibt sich aus der trigonometrischen Gleichung cosβ =
|l|/ρmax .
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Die Betrachtung für ϕ = 0 ist allgemein gültig, wenn man ϕ′ durch ϕ′ − ϕ er-
setzt. Somit rotiert man das Integrationsvolumen so, dass ϕ verschwindet. Dies ist
nur möglich, wenn die nichtlineare Polarisation bzw. das elektrische Feld radial-
symmetrisch ist. Dies ist in den beiden betrachteten Fällen gegeben. Im Fall des
in Abschnitt 1.2.2 diskutierten Gauß-Strahls ist eine vollständige radiale Symme-
trie gegeben. Betrachtet man die einzelnen Komponenten der in Abschnitt 1.2.1
erläuterten Winkelspektraldarstellung eines fokussierten Laserstrahls
~E f (ρ,ϕ, z) =
r
n˜ω
nω
ikω f0
2
E f ,0e
−ikω f0
(I00(ρ, z) + I02(ρ, z) cos2ϕ)~exI02(ρ, z) sin2ϕ~ey−2i I01(ρ, z) cosϕ~ez
 ,
so findet man für die gegebenen experimentellen Parameter
max|I01|
max|I00| = 9,3 · 10
−4 und
max|I02|
max|I00| = 2,2 · 10
−2 . (A.5)
Dies zeigt, dass für die in dieser Arbeit gegebenen Bedingungen die Beschreibung
durch I00 ausreichend ist. Somit erhält man auch in dieser Betrachtung eine radi-
alsymmetrische und linear in x ′-Richtung polarisierte Feldstärke, so dass die oben
genannte Rotation des Integrationsvolumens erlaubt ist.
Das Skalarprodukt der Beobachtungsrichtung ~N und des Ortsvektors der Integra-
tion ~r ′ aus Gleichung (A.1) ist gegeben durch
~N ·~r ′ = ρ′ cos(Φ−ϕ′) sinΘ+ z′ cosΘ . (A.6)
Damit ergibt sich Gleichung (A.1) zu
F (3ω)(Θ,Φ,θ ,ϕ) =
2pi∫
0
dϕ′
ρ′2(ϕ′−ϕ)∫
ρ′1(ϕ′−ϕ)
dρ′
z′2(ρ′,ϕ′−ϕ)∫
z′1(ρ′,ϕ′−ϕ)
dz′ρ′
× exp[−ik3ω(ρ′ cos(Φ−ϕ′) sinΘ+ z′ cosΘ)]P(3ω)(~r ′) .
Wird das Integrationsvolumen wie oben beschrieben rotiert, so ist die Substitution
ϕ′→ ϕ′∗ = ϕ′−ϕ durchzuführen:
F (3ω)(Θ,Φ,θ ,ϕ) =
2pi∫
0
dϕ′∗
ρ′2(ϕ′∗)∫
ρ′1(ϕ′∗)
dρ′
z′2(ρ′,ϕ′∗)∫
z′1(ρ′,ϕ′∗)
dz′ρ′
× exp[−ik3ω(ρ′ cos(Φ−ϕ′∗−ϕ) sinΘ+ z′ cosΘ)]P(3ω)(~r ′) .
Aufgrund der Periodizität der relevanten Funktionen ist keine Anpassung der
Grenzen der Integration über ϕ′∗ nötig. Somit hängt die Hilfsfunktion F (3ω) le-
diglich vom Effektivwinkel (Φ−ϕ) ab. Es genügt also die Funktion
F (3ω)0 (Θ,Φ,θ) = F
(3ω)(Θ,Φ,θ ,ϕ = 0)
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bei einem Azimutwinkel der Grenzfläche ϕ = 0 zu berechnen. Für alle anderen
Grenzflächenorientierung erhält man die Funktion F (3ω) durch Koordinatenver-
schiebung
F (3ω)(Θ,Φ,θ ,ϕ) = F (3ω)0 (Θ,Φ−ϕ,θ).
Eine ähnliche Abhängigkeit ergibt sich für die daraus resultierende Intensität
[102]
I (3ω)(Θ,Φ,θ ,ϕ)∝ (cos2Θ+ sin2Θ sin2Φ)|F (3ω)(Θ,Φ,θ ,ϕ)|2 (A.7)
∝ (cos2Θ+ sin2Θ sin2Φ)|F (3ω)0 (Θ,Φ−ϕ,θ)|2 (A.8)
Bei Rotation der Grenzfläche um die Strahlachse rotiert das Intensitätsprofil im
Wesentlichen mit. Lediglich eine geringe periodische Modulation durch die Ände-
rung der Beobachtungsrichtung ist erkennbar.
Gleichung (A.8) lässt sich numerisch berechnen. Da es sich beim Integranden um
eine sehr schnell oszillierende Funktion handelt (vor allem in z′ Integration) wird
hier die Gauß-Kronrod-Vorschrift (G7K15) verwendet [102, 103]. Die Ergebnisse
dieser Simulation sind im Kapitel 3 zu finden.
A.2 Simulation der emittierten Gesamtleistung
Die Gesamtleistung lässt sich nach Gleichung (1.45) durch Integration der Inten-
sität über alle detektierten Raumrichtungen bestimmen zu
Π(3ω)(θ ,ϕ) =
2pi∫
0
dΦ
Θmax∫
0
dΘ sinΘ I (3ω)(Θ,Φ,θ ,ϕ) .
Dies ergibt sich mit Gleichung (A.8) und der numerischen Konstante C zu
Π(3ω)(θ ,ϕ) = C
2pi∫
0
dΦ
Θmax∫
0
dΘ sinΘ(cos2Θ+sin2Θ sin2Φ)|F (3ω)0 (Θ,Φ−ϕ,θ)|2 . (A.9)
Mit der Substitution Φ∗ = Φ−ϕ erhält man
Π(3ω)(θ ,ϕ) = C
2pi∫
0
dΦ∗
Θmax∫
0
dΘ sinΘ
× [cos2Θ+ sin2Θ sin2(Φ∗+ϕ)]|F (3ω)0 (Θ,Φ∗,θ)|2 . (A.10)
Aufgrund der Periodizität aller Terme des Integranden ist eine Transformation der
Integrationsgrenzen bei der Substitution nicht nötig. Mit den trigonometrischen
Umformungen
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• sin2(Φ+ϕ) = 1
2
− 1
2
cos(2Φ+ 2ϕ)
• sin2 θ + cos2 θ = 1
• cos(2Φ+ 2ϕ) = cos2Φ · cos2ϕ− sin2Φ · sin2ϕ
erhält man der Reihe nach
Π(3ω)(θ ,ϕ) = C
2pi∫
0
Θmax∫
0
sinΘ

cos2Θ+ sin2Θ

1
2
− 1
2
cos

2Φ∗+ 2ϕ

×|F (3ω)0 (Θ,Φ∗,θ)|2 dΘ dΦ∗
Π(3ω)(θ ,ϕ) = C
2pi∫
0
Θmax∫
0

sinΘ

1
2
cos2Θ+ 1
2
− 1
2
sin3Θ cos[2Φ∗+ 2ϕ]

×|F (3ω)0 (Θ,Φ∗,θ)|2 dΘ dΦ∗
Π(3ω)(θ ,ϕ) = C
2
2pi∫
0
Θmax∫
0

cos2Θ+ 1− sin2Θcos2Φ∗ cos2ϕ− sin2Φ∗ sin2ϕ
× sinΘ |F (3ω)0 (Θ,Φ∗,θ)|2 dΘ dΦ∗ .
Da es sich bei dem Term sin2Φ∗ um eine Funktion handelt, die punktsymmetrisch
um pi ist und nur mit achsensymmetrischen Termen um pi multipliziert wird, ver-
schwindet dieser Teil des Integrals
Π(3ω)(θ ,ϕ) =
C
2
2pi∫
0
Θmax∫
0

sinΘ

cos2Θ+ 1
− sin3Θ cos2Φ∗ cos2ϕ
× |F (3ω)0 (Θ,Φ∗,θ)|2 dΘ dΦ∗ .
Dies lässt sich mit den Definitionen
A(3ω)(θ) =
C
2
2pi∫
0
Θmax∫
0
sinΘ

cos2Θ+ 1
× |F (3ω)0 (Θ,Φ∗,θ)|2 dΘ dΦ∗ (A.11)
B(3ω)(θ) =
C
2
2pi∫
0
Θmax∫
0
sin3Θ cos2Φ∗ cos2ϕ× |F (3ω)0 (Θ,Φ∗,θ)|2 dΘ dΦ∗ (A.12)
vereinfachen zu
Π(3ω)(θ ,ϕ) = A(3ω)(θ)− B(3ω)(θ) · cos2ϕ . (A.13)
Für eine feste Grenzflächenneigung θ moduliert die emittierte Gesamtleistung der
dritten Harmonischen mit der Grenzflächenorientierung ϕ. Die Gesamtleistung
wird maximal für eine Orientierung der Grenzfläche parallel zur Laserpolarisation
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(b= ϕ = pi/2) und minimal orthogonal dazu. Für eine Grenzfläche mit rotierender
Orientierung ergibt sich somit eine relative Modulationstiefe von
Π(3ω)(θ ,pi/2)−Π(3ω)(θ , 0)
Π(3ω)(θ ,pi/2)
=
[A(3ω)(θ) + B(3ω)(θ)]− [A(3ω)(θ)− B(3ω)(θ)]
A(3ω)(θ) + B(3ω)(θ)
=
2B(3ω)(θ)
A(3ω)(θ) + B(3ω)(θ)
.
Für transversal verlaufende Grenzflächen (θ = 0), welche invariant gegen Ände-
rungen in ϕ sind, verschwindet B(3ω)(θ) und sinngemäß auch die relative Modu-
lationstiefe [102]. Für die im Rahmen dieser Arbeit verwendeten experimentellen
Parameter und longitudinal verlaufende Grenzflächen (θ = pi/2) ergibt sich eine
Modulationstiefe von 5% [104].
Die zur Berechnung der Gesamtleistung nötige, zweidimensionale Integration
wird in der Simulation numerisch ausgeführt. Im Programmcode werden wahl-
weise die Algorithmen der Zentralpunktregel, der Trapezregel, der Gauß-Regel
4.Ordnung und der Gauß-Regel 6.Ordnung genutzt [102].
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